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A N  A B S T R A C T  O F  T H E  T H E S I S  O F  M a r k  B a u s t i a n  f o r  t h e  M a s t e r  o f  
S c i e n c e  i n  B i o l o g y  p r e s e n t e d  J u n e  2 0 ,  1 9 8 6 .  
T i t l e :  T h e  C o n t r i b u t i o n  o f  t h e  L y m p h  H e a r t s  i n  C o m p e n s a t i o n  f o r  
A c u t e  H y p o v o l e m i c  S t r e s s  i n  t h e  T o a d  B u f o  m a r i n u s .  
A P P R O V E D  B Y  M E M B E R S  O F  T H E  T H E S I S  C O M M I T T E E :  
M a r c o l m  L e a  
T h e  M a r i n e  T o a d  B u f o  m a r i n u s  w a s  u s e d  a s  a  m o d e l  f o r  a n  
i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  r a t e  a n d  v o l u m e  p u m p i n g  c a p a c i t y  o f  t h e  a m p h i b i a n  
l y m p h  h e a r t .  B .  m a r i n u s  i s  a  w i d e l y  s t u d i e d  t e r r e s t r i a l  t o a d  w h i c h  
w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  e x p e r i e n c e  a  h y p o v o l e m i c  s t r e s s  a s  a  c o n s e q u e n c e  
o f  e v a p o r a t i v e  w a t e r  l o s s  w h e n  i t  i s  a w a y  f r o m  w a t e r .  
C u r r e n t l y  p u b l i s h e d  d a t a  o n  t h e  r o l e  o f  t h e  l y m p h a t i c  s y s t e m  i n  
a m p h i b i a n s  a r e  i n a d e q u a t e  a n d  c o n t r a d i c t o r y .  E s t i m a t e s  o f  t h e  r a t e  o f  
f o r m a t i o n  o f  l y m p h  a n d  t h e  r o l e  o f  t h e  l y m p h  h e a r t s  i n  r e t u r n i n g  t h i s  
f l u i d  t o  t h e  c i r c u l a t i o n  a r e  n o t  b a s e d  o n  a c t u a l  v o l u m e  d e t e r m i n a t i o n s  
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b u t  r a t h e r  e s t i m a t e s  d e r i v e d  f r o m  c h a n g e s  i n  h e m a t o c r i t  u s i n g  p u b l i s h e d  
v a l u e s  o f  p l a s m a  a n d  b l o o d  v o l u m e .  T h e  l y m p h  h e a r t s  a r e  k n o w n  t o  b e  
v i t a l  t o  t h e  m a i n t a i n e n c e  o f  n o r m a l  f l u i d  c o m p a r t m e n t  p h y s i o l o g y  a n d  t o  
i n c r e a s e  t h e i r  r a t e  o f  a c t i v i t y  d u r i n g  e p i s o d e s  o f  h y p o v o l e m i c  s t r e s s .  
Y e t ,  s i g n i f i c a n t  r e d i s t r i b u t i o n  o f  b o d y  f l u i d s  f o l l o w i n g  h e m o r r a g e  
a p p e a r s  t o  o c c u r  i n  a n i m a l s  w i t h o u t  l y m p h  h e a r t s .  
I n  t h i s  s t u d y ,  p l a s m a  a n d  b l o o d  v o l u m e s  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  t h e  d y e  
d i l u t i o n  t e c h n i q u e  u s i n g  i n j e c t e d  E v a n ' s  b l u e  d y e  t o  l a b e l  t h e  p l a s m a .  
E i g h t  i n t a c t  a n d  6  a n i m a l s  w i t h  t h e i r  l y m p h  h e a r t s  d e s t r o y e d  w e r e  
h e m o r r h a g e d  t o  7 8 %  a n d  7 5 %  o f  t h e i r  i n i t i a l  b l o o d  v o l u m e s ,  r e s p e c t i v e l y .  
C h a n g e s  i n  b l o o d  v o l u m e  w e r e  m e a s u r e d  f o l l o w i n g  t h e  h e m o r r h a g e  b y  
a n a l y s i s  o f  E v a n ' s  b l u e  w a s h o u t  a n d  h e m o d i l u t i o n .  
T h e  i n t a c t  a n i m a l s  c o m p l e t e l y  c o m p e n s a t e d  f o r  t h e  a c u t e  s t r e s s  b y  
1 7 . 5  m i n  f o l l o w i n g  h e m o r r h a g e .  I n  t h a t  t i m e ,  r e c o v e r y  t o  9 4 %  o f  c o n t r o l  
b l o o d  v o l u m e  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  E v a n ' s  b l u e  t e c h n i q u e  a n d  t o  1 0 4 %  b y  
h e m a t o c r i t  d i l u t i o n .  T h e  c o r r e s p o n d i n g  r a t e s  o f  f l u i d  r e t u r n  w e r e  0 . 2 1  
m l / m i n  a n d  0 . 3 3  m l / m i n ,  r e s p e c t i v e l y .  A n a l y s i s  o f  t h e  e x t r a c e l l u l a r  
f l u i d  v o l u m e  l a b e l ,  t h i o c y a n a t e  ( S C N - ) ,  w h i c h  w a s  s i m u l t a n e o u s l y  
i n j e c t e d ,  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  c o m p e n s a t i o n  r e s u l t e d  f r o m  r e d i s t r i b u t i o n  
o f  t h e  e x t r a c e l l u l a r  f l u i d .  
S i m i l a r  e x p e r i m e n t s  d o n e  o n  a n i m a l s  w h i c h  h a d  t h e i r  l y m p h  h e a r t s  
d e s t r o y e d  b y  c a u t e r i z a t i o n  i n d i c a t e d  n o  c a p a c i t y  t o  r e p l a c e  l o s t  b l o o d  
v o l u m e .  F o l l o w i n g  h e m o r r h a g e  t o  7 5 %  o f  i n i t i a l  b l o o d  v o l u m e  r e c o v e y  w a s  
t o  o n l y  7 7 %  a s  d e t e r m i n e d  b y  E v a n ' s  b l u e  w a s h o u t .  P o s t  h e m o r r h a g e  
c h a n g e s  i n  h e m a t o c r i t  i n d i c a t e d  c o n t i n u e d  d e p l e t i o n  o f  b l o o d  v o l u m e  o v e r  
t h e  s a m e  p e r i o d .  T h i s  d i s c r e p a n c y  i s  t h e  r e s u l t  o f  u n d e r  e s t i m a t i o n  o f  
E v a n ' s  b l u e  w a s h o u t  c a u s e d  b y  2  f a c t o r s ,  t h e  m e t h o d  o f  a n a l y s i s  a n d  
i n t r o d u c t i o n  o f  l a b e l  t o  t h e  l y m p h  p o o l  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  t h e  
e x p e r i m e n t .  
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P l a s m a  a n d  l y m p h  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  w a s  m e a s u r e d  t o  d e t e r m i n e  
t h e  e x t e n t  o f  p r o t e i n  r e d i s t r i b u t i o n  f o l l o w i n g  l y m p h  h e a r t  d e s t r u c t i o n .  
N o  s i g n i f i c a n t  c h a n g e  i n  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  w a s  f o u n d  i n  e i t h e r  
c o m p a r t m e n t .  
T h e  c o n c l u s i o n s  o f  t h e  s t u d y  a r e  t h a t  B .  m a r i n u s  c a n  f u l l y  r e c o v e r  
f r o m  a n  a c u t e  v o l u m e  s t r e s s  o f  2 0 %  w i t h i n  2 0  m i n  b y  m o b i l i z i n g  
e x t r a - v a s c u l a r  l y m p h  a t  t h e  r a t e  o f  a p p r o x i m a t e l y  0 . 2  t o  0 . 3  m l / m i n  a n d  
t h a t  f u n c t i o n a l  l y m p h  h e a r t s  a r e  n e c e s s a r y  t o  a c c o m p l i s h  t h i s  r e s p o n s e .  
T H E  C O N T R I B U T I O N  O F  T H E  L Y M P H  H E A R T S  I N  
C O M P E N S A T I O N  F O R  A C U T E  H Y P O V O L E M I C  
S T R E S S  I N  T H E  T O A D  B U F O  M A R I N U S  
b y  
M A R K  B A U S T I A N  
A  t h e s i s  s u b m i t t e d  i n  p a r t i a l  f u l f i l l m e n t  
o f  t h e  r e q u i r e m e n t s  f o r  t h e  d e g r e e  o f  
M A S T E R  O F  S C I E N C E  
i n  
B I O L O G Y  
P o r t l a n d  S t a t e  U n i v e r s i t y  
1 9 8 6  
T O  T H E  O F F I C E  O F  G R A D U A T E  S T U D I E S  A N D  R E S E A R C H :  
T h e  m e m b e r s  o f  t h e  c o m m i t t e e  a p p r o v e  t h e  t h e s i s  o f  
M a r k  B a u s t i a n  p r e s e n t e d  J u n e  2 0 ,  1 9 8 6 .  
P h i l i p  
M a l c o l m  L e a  
A P P R O V E D :  
R i c h a r d  P e t e r s e n ,  H e a d ,  D e p a r t m e n t  o f  B i o l o g y  
B e r n a r d  R o s s ,  D e a n  o f  G r a d u a t e  S t u d i e s  a n d  R e s e a r c h  
A C K N O W L E D G E M E N T S  
T h e  a u t h o r  i s  d e e p l y  i n d e b t e d  t o  t h o s e  n a m e d  b e l o w  a n d  t o  m a n y  
m o r e  u n n a m e d  w i t h o u t  w h o s e  s e l f l e s s  c o n t r i b u t i o n s  t h i s  u n d e r t a k i n g  w o u l d  
n o t  h a v e  b e e n  p o s s i b l e .  
S t a n l e y  H i l l m a n ,  w h o s e  i m p a c t  o n  m y  l i f e  c a n  n e i t h e r  b e  m e a s u r e d  
n o r  d e s c r i b e d .  
T h o s e  f a c u l t y ,  P h i l i p  W i t h e r s ,  R i c h a r d  F o r b e s  a n d  M a l c o l m  L e a ,  
w h o s e  p e r s o n a l  c o m m i t m e n t  t o  e x c e l l e n c e  k e e p s  m e  u p  n i g h t s .  
M y  f i n a n c i a l  b e n e f i c i a r i e s  w h o  a r e  ( i n  e x p o n e n t i a l l y  d e c r e a s i n g  
o r d e r ) :  m y  p a r e n t s ,  " T r a d i n '  J o h n " ,  t h e  S t a t e  o f  O r e g o n  a n d  t h e  F e d e r a l  
G o v '  t  ( t i e )  •  
M y  f r i e n d s ,  p e e r s  a n d  r o o m m a t e s :  T e r r y  &  R u s h ,  L o u ,  A l a n ,  W a y n e  
a n d  Z y g .  
T h o s e  n o t  p r e v i o u s l y  n a m e d  w h o  r e a d ,  r e v i e w e d  a n d  o f f e r e d  c r i t i c a l  
c o m m e n t  o n  t h i s  m a n u s c r i p t .  
M y  g i r l f r i e n d .  
T h e  p i z z a  c h e f s  a n d  c a b b i e s  w h o  k e e p  P o r t l a n d  o n  t h e  g o .  
A n d  f i n a l l y ,  D e a n  R o s s ,  f o r  h i s  u n w a v e r i n g  p u r s u i t  o f  f u n d a m e n t a l  
t r a d i t i o n  a n d  m e a n i n g  i n  t h i s  w o r k .  
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S u r g i c a l  D e s t r u c t i o n  o f  L y m p h  H e a r t s  
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L I S T  O F  T A B L E S  
T A B L E  
P A G E  
I  
F l u i d  v o l u m e  s u m m a r r y  f o r  i n t a c t  a n i m a l s .  
( n  =  8  e x c e p t  E C F V  n  =  3 )  
.  .  .  .  
.  .  .  .  1 9  
I I  
F l u i d  v o l u m e  s u m m a r r y  f o r  a n i m a l s  w i t h  l y m p h  
h e a r t s  d e s t r o y e d .  
( n  =  6 )  
.  
.  
.  
.  
.  
.  .  
.  
.  
.  
.  
3 4  
L I S T  O F  F I G U R E S  
F I G U R E  
s .  
6 .  
7  •  
1 .  B o d y  f l u i d  c o m p a r t m e n t a t i o n  i n  B u f o  m a r i n u s .  
2 .  
3 .  
4 .  
D a t a  a f t e r  S h o e m a k e r  ( 1 9 6 4 ) .  T B W  = T o t a l  
b o d y  w a t e r ,  B V  •  B l o o d  v o l u m e ,  E C F V  •  E x t r a -
c e l l u l a r  f l u i d  v o l u m e ,  P V  =  P l a s m a  v o l u m e ,  
I s F V  =  I n t e r s t i t i a l  f l u i d  v o l u m e  a n d  I C F V  =  
I n t r a c e l l u l a r  f l u i d  v o l u m e  • • • • • • • •  
E x a m p l e  o f  r a w  d a t a  f r o m  h y p o v o l e m i a  e x p e r i -
m e n t  u s i n g  a n  i n t a c t  a n i m a l  • • • • • • • •  
P e r c e n t  c h a n g e  i n  E v a n ' s  b l u e  c o n c e n t r a t i o n  
( E B )  a n d  h e m a t o c r i t  ( B e t )  f o l l o w i n g  h e m o r -
r h a g e  i n  i n t a c t  a n i m a l s .  M e a n  + - 2  S E ,  
( n  •  8 )  • • • • • • • • • • • • • • • • • •  
B l o o d  v o l u m e  a s  a  p e r c e n t  o f  c o n t r o l  i n  
i n t a c t  a n i m a l s .  M e a n + - 2  S E ,  ( n  =  8 ) .  
V a l u e s  d e t e r m i n e d  f r o m  E v a n ' s  b l u e  ( E B )  
a n d  h e m a t o c r i t  ( H c t ) .  E r r o r  i n  B V  
s t i p p l e d  ( + - 2  S E )  • • • • • • • • • •  
.  .  .  .  
D i s t r i b u t i o n  o f  t h i o c y a n a t e  i o n s  d u r i n g  a c u t e  
h y p o v o l e m i a  i n  i n d i v i d u a l  i n t a c t  a n i m a l s  •  •  •  •  •  •  
P e r c e n t  c h a n g e  i n  E v a n ' s  b l u e  c o n c e n t r a t i o n  
( E B )  a n d  h e m a t o c r i t  ( B e t )  f o l l o w i n g  
h e m o r r h a g e  i n  a n i m a l s  w i t h  l y m p h  h e a r t s  
d e s t r o y e d .  M e a n  + - 2  S E ,  ( n  •  6 )  • • • • • • • • • •  
B l o o d  v o l u m e  a s  a  p e r c e n t  o f  c o n t r o l  i n  
a n i m a l s  w i t h  l y m p h  h e a r t s  d e s t r o y e d .  
M e a n + - 2  S E ,  ( n  •  6 ) .  V a l u e s  d e t e r m i n e d  
f r o m  E v a n ' s  b l u e  ( E B )  a n d  h e m a t o c r i t  ( H c t )  
E r r o r  i n  B V  s t i p p l e d  ( - - 2  S E )  • • • •  
.  .  .  .  .  
P A G E  
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9 .  
B l o o d  v o l u m e  r e c o v e r y  a s  a  p e r c e n t  o t  v o l u m e  
h e m o r r h a g e d ,  d e t e r m i n e d  f r o m  E v a n ' s  b l u e  
w a s h o u t  i n  i n t a c t  a n i m a l s  ( L H + ,  n  =  8 ) )  
a n d  a n i m a l s  w i t h  l y m p h  h e a r t s  d e s t r o y e d  
( L R - ,  n  •  6 ) .  M e a n + - 2  S E  • • • • • • • • . • • • •  
B l o o d  v o l u m e  r e c o v e r y  a s  a  p e r c e n t  o f  v o l u m e  
h e m o r r h a g e d ,  d e t e r m i n e d  f r o m  h e m a t o c r i t  
w a s h o u t  i n  i n t a c t  a n i m a l s  ( L H + ,  n  =  8 )  a n d  
a n i m a l s  w i t h  l y m p h  h e a r t s  d e s t r o y e d  
( L H - ,  n  •  6 ) .  M e a n + - 2  S E  • • • • •  
v i i  
4 3  
4 5  
I N T R O D U C T I O N  
A m p h i b i a n s  f a c e  p o t e n t i a l l y  s e v e r e  w a t e r  b a l a n c e  s t r e s s  w h e t h e r  i n  
a q u a t i c  o r  a e r i a l  s i t u a t i o n s .  B e c a u s e  t h e i r  s k i n  p r e s e n t s  a  m i n i m a l  
b a r r i e r  t o  w a t e r  f l u x ,  t h e y  e x p e r i e n c e  e i t h e r  a  d i f f u s i o n a l  w a t e r  l o a d  
i n  h y p o o s m o t i c  e n v i r o n m e n t s  o r ,  w h e n  i n  a i r ,  t h e y  e v a p o r a t e  w a t e r  a t  a  
r a t e  e q u a l  t o  a  f r e e  s u r f a c e  o f  w a t e r .  Y e t ,  a m p h i b i a n s  o c c u p y  d i v e r s e  
h a b i t a t s  r a n g i n g  f r o m  t o t a l l y  a q u a t i c  t o  f u l l y  t e r r e s t r i a l .  
M a n y  u n i q u e  a d a p t a t i o n s  a r e  e x p r e s s e d  t o  m e e t  t h i s  d i c h o t o m o u s  
c h a l l e n g e  t o  h y d r a t i o n a l  h o m e o s t a s i s .  T h o r s o n  ( 1 9 5 5 ,  1 9 6 4 )  r e p o r t e d  
t h a t  e x t r a c e l l u l a r  f l u i d  v o l u m e  ( E C F V )  w a s  c o r r e l a t e d  w i t h  d e g r e e  o t  
t e r r e s t r i a l i t y .  H i l l m a n  ( 1 9 8 0 )  h a s  s h o w n  t h a t  t h e  m o r e  d e h y d r a t i o n  
t o l e r a n t  s p e c i e s  h a v e  l a r g e r  b l o o d  v o l u m e s  t h a n  t h e  l e s s  t o l e r a n t  
a q u a t i c  f o r m s .  T h e  a m p h i b i a n  l y m p h a t i c  s y s t e m  i s  a l s o  u n i q u e .  
C a p a c i o u s  s u b c u t a n e o u s  l y m p h  s p a c e s  ( s a c s )  a r e  p r e s e n t  a n d  t w o  p a i r  o f  
f u n c t i o n a l  l y m p h  h e a r t s  p e r s i s t  i n  a d u l t s  ( s e e  K a m p m e i e r  ( 1 9 5 9 )  f o r  a  
d e s c r i p t i o n  o f  l y m p h  h e a r t  p h y l o g e n y ) .  C a r t e r  ( 1 9 7 9 )  h a s  p r o p o s e d  t h a t  
i n  a q u a t i c  s i t u a t i o n s  t h e s e  s t r u c t u r e s  p r o v i d e  a  p a t h w a y  f o r  w a t e r  
i n f l u x  t h a t  b y - p a s s e s  t h e  g e n e r a l  c i r c u l a t i o n .  
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T h i s  t h e s i s  r e p o r t s  o n  a s p e c t s  o f  l y m p h  h e a r t  f u n c t i o n  t h a t  m a y  b e  
a d a p t i v e  i n  t e r r e s t r i a l  s i t u a t i o n s .  B u f o  m a r i n u s  w a s  u s e d  a s  t h e  m o d e l  
i n  t h i s  s t u d y .  T h i s  f u l l y  t e r r e s t r i a l  t o a d  h a s  b e e n  w i d e l y  s t u d i e d  w i t h  
r e s p e c t  t o  i t s  n o r m a l  f l u i d  c o m p a r t m e n t  p h y s i o l o g y  a n d  i s  a  p a r t i c u l a r l y  
s u i t a b l e  l a b o r a t o r y  m o d e l  b e c a u s e  o f  i t s  l a r g e  s i z e .  
T h e  n o r m a l  p a r t i t i o n i n g  o f  b o d y  w a t e r  i n  B .  m a r i n u s  i s  d e p i c t e d  i n  
F i g u r e  1 .  T h e  v a l u e s  g i v e n  a r e  f r o m  S h o e m a k e r  ( 1 9 6 4 ) .  A s  s h o w n ,  t h e  
t o t a l  b o d y  w a t e r  ( T B W )  i s  p a r t i t i o n e d  i n t o  i n t r a c e l l u l a r  ( I C F )  a n d  
e x t r a c e l l u l a r  ( E C F )  f l u i d  c o m p a r t m e n t s .  T h e  E C F  c o m p a r t m e n t  i s  d i v i d e d  
i n t o  i n t e r s t i t i a l  f l u i d  ( I s F V )  a n d  p l a s m a  ( P V )  v o l u m e s .  S h o e m a k e r  
( 1 9 6 4 )  h a s  s h o w n  t h a t  t w o  m a j o r  c o n s t i t u e n t s  o f  t h e  ! C F ,  s k e l e t a l  m u s c l e  
a n d  l i v e r  t i s s u e ,  m a i n t a i n  t h e i r  h y d r a t i o n a l  s t a t u s  d u r i n g  d e h y d r a t i o n  
i n  B .  m a r i n u s .  I n  a d d i t i o n ,  e r y t h r o c y t e s  v o l u m e  r e g u l a t e  w h e n  f a c e d  
w i t h  a  h y p e r o s m o t i c  s t r e s s  ( Z y g m u n t ,  1 9 8 4 ) .  F l u i d  e x c h a n g e  b e t w e e n  t h e  
! C F  a n d  E C F  c o m p a r t m e n t s  s e e m s  u n l i k e l y  t o  h a v e  a n  i m p o r t a n t  e f f e c t  o n  
t h e  a c u t e  r e s p o n s e s  t o  b l o o d  l o s s  r e p o r t e d  h e r e  a n d  w i l l  n o t ,  t h e r e f o r e ,  
b e  c o n s i d e r e d  f u r t h e r .  
T h e  v a s c u l a r  s p a c e  i s  c o m p o s e d  o f  t h r e e  s u b - c o m p a r t m e n t s .  T h e  
h a t c h e d  a r e a  i n  F i g u r e  1  r e p r e s e n t s  t h e  c e l l  f r a c t i o n  o f  w h o l e  b l o o d .  A  
h e m a t o c r i t  ( B e t )  o f  2 0 %  i s  s h o w n .  T h e  c e l l u l a r  f r a c t i o n  i s  d i v i d e d  i n t o  
s o l i d  a n d  f l u i d  c o m p o n e n t s .  T h e  e x t r a c e l l u l a r  c o m p o n e n t  o f  b l o o d  i s  t h e  
p l a s m a  a n d ,  a s  i n d i c a t e d  b y  t h e  d a s h e d  l i n e s ,  i s  r e a d i l y  e x c h a n g e a b l e  
w i t h  t h e  i n t e r s t i t i a l  f l u i d .  
T h e  f o r c e s  p r o m o t i n g  f l u i d  f l u x  a t  t h e  c a p i l l a r y  w a l l  a r e  
d e s c r i b e d  a s  S t a r l i n g  f o r c e s  a n d  t h e i r  b a l a n c e  n o r m a l l y  r e s u l t s  i n  n e t  
f i l t r a t i o n .  G u y t o n  ( 1 9 8 4 )  p r o v i d e s  a  d e t a i l e d  d e s c r i p t i o n  o f  t h e s e  
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F i g u r e  1 .  B o d y  f l u i d  c o m p a r t m e n t a t i o n  i n  B u f o  m a r i n u s .  D a t a  a f t e r  
S h o e m a k e r  ( 1 9 6 4 ) .  T B W  = T o t a l  b o d y  w a t e r ,  B V  = B l o o d  v o l u m e ,  
E C F V  =  E x t r a c e l l u l a r  f l u i d  v o l u m e ,  P V  •  P l a s m a  v o l u m e ,  
l s F V  •  I n t e r s t i t i a l  f l u i d  v o l u m e  a n d  
I C F V  =  I n t r a c e l l u l a r  f l u i d  v o l u m e .  
%8L MSJ. 
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f o r c e s  a n d  t h e i r  n o r m a l  b a l a n c e  i n  h u m a n s .  P l a s m a  f i l t r a t i o n  i n t o  t h e  
i n t e r s t i t i a l  f l u i d  c o m p a r t m e n t  r e s u l t s  f r o m  t h e  c o m b i n e d  a c t i o n  o f  
i n t r a v a s c u l a r  h y d r o s t a t i c  p r e s s u r e ,  n e g a t i v e  i n t e r s t i t i a l  f l u i d  p r e s s u r e  
a n d  t h e  c o l l o i d  o s m o t i c  p r e s s u r e  ( C O P )  o f  t i s s u e  f l u i d .  
R e t u r n  o f  p l a s m a  f i l t r a t e  t o  t h e  v a s c u l a r  s p a c e  o c c u r s  b o t h  a t  t h e  
l e v e l  o f  t h e  c a p i l l a r i e s  a n d  t h e  l y m p h a t i c  s y s t e m .  T h e  r e l a t i v e l y  
h i g h e r  C O P  o f  p l a s m a  t e n d s  t o  d r a w  f l u i d  i n t o  t h e  v a s c u l a r  c o m p a r t m e n t ;  
w h i l e ,  e x c e s s  w a t e r  a n d  p r o t e i n  a r e  c o l l e c t e d  i n  t h e  t i s s u e s  b y  t h e  
l y m p h a t i c  v e s s e l s  a n d  r e t u r n e d  t o  t h e  lo~ p r e s s u r e ,  i . e . ,  v e n o u s ,  s i d e  
o f  t h e  v a s c u l a r  c i r c u i t .  I n  t h e  a m p h i b i a  t h e s e  f l u i d  s p a c e s  c o m m u n i c a t e  
v i a  t h e  l y m p h  h e a r t s  w h i c h  a r e  d e p i c t e d  i n  F i g u r e  1  a s  s i m p l e  t u b e  
h e a r t s  p r o t e c t e d  f r o m  r e t r o g r a d e  f l o w  b y  o n e  w a y  v a l v e s .  T h a t  p o r t i o n  
o f  t h e  t o t a l  e x t r a c e l l u l a r  f l u i d  t h a t  c a n  b e  m o b i l i z e d  t o  a u g m e n t  
v a s c u l a r  v o l u m e  d u r i n g  a c u t e  h y p o v o l e m i c  s t r e s s  i s  r e p r e s e n t e d  b y  t h e  
s t i p p l e d  a r e a  i n  F i g u r e  1 .  N o  v a l u e  i s  g i v e n  f o r  t h e  v o l u m e  o f  t h i s  
s p a c e .  
T h i s  m o d e l  a s s u m e s  a n  a n i m a l  t h a t  i s  f u l l y  h y d r a t e d ,  w i t h  a n  e m p t y  
b l a d d e r ,  u n d e r  c o n d i t i o n s  o f  n e g l i g i b l e  e v a p o r a t i v e  w a t e r  l o s s .  ( T h i s  
i s  a n  e c o l o g i c a l l y  a t y p i c a l  s i t u a t i o n  f o r  t h e s e  a n i m a l s ,  a s  t h e y  w o u l d  
s e l d o m  b e  f u l l y  h y d r a t e d  a w a y  f r o m  w a t e r  w i t h  a n  e m p t y  b l a d d e r . )  T o  
i n v e s t i g a t e  t h e  c a p a c i t y  f o r  f l u i d  e x c h a n g e  b e t w e e n  t h e  p l a s m a  a n d  
i n t e r s t i t i a l  f l u i d  s p a c e s ,  h o w e v e r ,  i t  i s  n e c e s s a r y  t h a t  a n c i l l a r y  
a v e n u e s  f o r  f l u i d  e x c h a n g e  b e  e l i m i n a t e d .  
P r o p o r t i o n a l  d e c r e a s e s  i n  a l l  f l u i d  c o m p a r t m e n t s  w o u l d  b e  
p r e d i c t e d  a s  a  r e s u l t  o f  e v a p o r a t i v e  w a t e r  l o s s ,  i f  w a t e r  f r e e l y  
e q u i l i b r a t e d  b e t w e e n  t h e  f l u i d  c o m p a r t m e n t s  o f  t e r r e s t r i a l  a m p h i b i a n s .  
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M a i n t a i n a n c e  o f  b l o o d  v o l u m e ,  i n  p a r t i c u l a r ,  w i t h i n  n o r m a l  p h y s i o l o g i c  
l i m i t s  i s  i m p o r t a n t  f o r  a  v a r i e t y  o f  r e a s o n s .  T o t a l  b l o o d  o x y g e n  
c o n t e n t  a n d  c a r d i a c  o u t p u t  a r e  b o t h  v o l u m e  l i m i t e d .  B l o o d  p r e s s u r e ,  a n  
i m p o r t a n t  f a c t o r  i n  n o r m a l  f l u i d  e x c h a n g e ,  i s  c r i t i c a l l y  v o l u m e  
d e p e n d e n t .  
S h o e m a k e r { l 9 6 4 )  r e p o r t s  t h a t  w h e n  d e p r i v e d  o f  w a t e r ,  B .  m a r i n u s  
e x h i b i t  a n  i n i t i a l  d e c r e a s e  i n  p l a s m a  { h e n c e  b l o o d )  v o l u m e  b u t  t h a t  t h i s  
v o l u m e  s t a b i l i z e s  o v e r  w a t e r  d e f i c i t s  b e t w e e n  5  a n d  2 0  % .  U n p u b l i s h e d  
d a t a  f r o m  o u r  o w n  l a b  i n d i c a t e s  t h a t  B e t s  a r e  m a i n t a i n e d  b e l o w  p r e d i c t e d  
l e v e l s  f o r  w a t e r  d e f i c i t s  u p  t o  2 0 % .  T h e  a d a p t i v e  v a l u e  o f  s u c h  a  
r e s p o n s e  f o r  a  t e r r e s t r i a l  a m p h i b i a n  f a c e d  w i t h  e p h e m e r a l  w a t e r  s u p p l i e s  
i s  a p p a r e n t .  
T e l e o l o g i c a l l y ,  i t  s e e m s  r e a s o n a b l e  t h a t  t e r r e s t r i a l  a m p h i b i a n s  
w o u l d  d e f e n d  t h e i r  b l o o d  v o l u m e  d u r i n g  p e r i o d s  o t  d e h y d r a t i o n .  A  
v a r i e t y  o f  e v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t  m e c h a n i s m s  e x i s t  w h i c h  c o u l d  d o  t h i s .  
H o w e v e r ,  t h e r e  i s  l i t t l e  u n a m b i g u o u s  d a t a  a v a i l a b l e  t o  s u p p o r t  
q u a n t i t a t i v e  a s s e s s m e n t  o f  t h e  a d a p t i v e  v a l u e  o f  s u c h  a  r e s p o n s e .  E v e n  
i n  t h e  m o r e  r e s t r i c t e d  c a s e  o f  c o m p e n s a t i o n  f o r  h e m o r r h a g i c  l o s s  o f  
b l o o d ,  t h e r e  i s  n o  c l e a r  q u a n t i t a t i v e  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  r o l e ,  i f  a n y ,  
p l a y e d  b y  t h e  l y m p h  h e a r t s .  
E x p e r i m e n t s  w e r e  d o n e  t o  b e t t e r  q u a n t i f y  t h e  r o l e  o f  t h e  l y m p h  
h e a r t s  d u r i n g  a n  a c u t e  c h a l l e n g e  t o  f l u i d  c o m p a r t m e n t  h o m e o s t a s i s .  
F i r s t ,  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  c o m p e n s a t o r y  r e s p o n s e  t o  h y p o v o l e m i a  w a s  
i n v e s t i g a t e d  i n  i n t a c t  a n i m a l s .  T h e n ,  s i m i l a r  e x p e r i m e n t s  w e r e  d o n e  
u s i n g  a n i m a l s  w i t h  d e s t r o y e d  l y m p h  h e a r t s .  T h e  d i f f e r e n c e  i n  r e s p o n s e  
b e t w e e n  t h e  t w o  t r e a t m e n t s  s h o u l d  e s t i m a t e  t h e  c o n t r i b u t i o n  o t  t h e  l y m p h  
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h e a r t s  t o  f l u i d  m o b i l i z a t i o n  i n  t h e  r e s t i n g ,  h y d r a t e d  t o a d .  A d d i t i o n a l  
e x p e r i m e n t s  w e r e  d o n e  o n  l y m p h  h e a r t  d e s t r o y e d  a n i m a l s  t o  i n v e s t i g a t e  
s o m e  v a r i a b l e s  r e l e v a n t  t o  t h e  i n t e r p e r t a t i o n  o f  t h e s e  p r i m a r y  d a t a .  
C H A P T E R  I  
T H E  R E S P O N S E  T O  H Y P O V O L E M I A  
I N T R O D U C T I O N  
A  r a p i d  c o m p e n s a t o r y  r e s p o n s e  t o  h e m o r r h a g e  i n d u c e d  h y p o v o l e m i a  
h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  m e m b e r s  o f  a l l  t e r r e s t r i a l  v e r t e b r a t e  c l a s s e s  
( s e e ,  M i d d l e r  e t  a l .  ( 1 9 6 8 ) ,  L i l l y w h i t e  &  S m i t h  ( 1 9 8 1 ) ) .  I n  a d d i t i o n  t o  
o t h e r  a c u t e  c a r d i o v a s c u l a r  r e s p o n s e s ,  e v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t  l y m p h a t i c  
f l u i d  i s  m o b i l i z e d  t o  a u g m e n t  r e d u c e d  v a s c u l a r  v o l u m e s .  T h i s  s h i f t  o f  
l y m p h  b e t w e e n  e x t r a v a s c u l a r  a n d  v a s c u l a r  c o m p a r t m e n t s  c o u l d  o c c u r  e i t h e r  
a c r o s s  t h e  c a p i l l a r y  w a l l s  o r  v i a  e n h a n c e d  l y m p h a t i c  d r a i n a g e  o f  t h e  
t i s s u e s .  
T r a n s c a p i l l a r y  f i l l i n g  p r o m o t e d  b y  c h a n g e s  i n  t h e  S t a r l i n g  b a l a n c e  
o f  f o r c e s  a t  t h e  c a p i l l a r y  w a l l  h a s  g r e a t  p o t e n t i a l  t o  m o v e  l a r g e  
v o l u m e s  o f  f l u i d  r a p i d l y .  T h i s  i s  d u e ,  i n  p a r t ,  t o  t h e  l a r g e  s u r f a c e  
a r e a  f o r  e x c h a n g e  a n d  t h e  p r o x i m i t y  o f  t h e  e x t r a v a s c u l a r  l y m p h  r e s e r v o i r  
t o  t h e  v a s c u l a r  s p a c e  a c r o s s  t h e  c a p i l l a r y  w a l l .  E n h a n c e d  l y m p h  h e a r t  
a c t i v i t y  w o u l d  a l s o  i n c r e a s e  l y m p h  f l o w ,  t o  t h e  e x t e n t  t h a t  l y m p h  i s  
r e t u r n e d  t o  t h e  c i r c u l a t i o n  b y  w a y  o f  t h e  l y m p h  h e a r t s .  
M i d d l e r  e t  a l .  ( 1 9 6 8 )  h a v e  r e p o r t e d  a n  o b s e r v a b l e  c h a n g e  i n  
f r e q u e n c y  o f  l y m p h  h e a r t  b e a t  f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t a l l y  i n d u c e d  
h y p o v o l e m i a  i n  t o a d s .  F o g l i a  &  B r a u n - M e n e n d e z  { 1 9 4 1 )  h a v e  s h o w n  
v a r i a t i o n  i n  h e a r t  b e a t  f r e q u e n c y  i n  a d r e n a l e c t o m i z e d  a n d  
h y p o p h y s e c t o m i z e d  a n i m a l s  a n d  w i t h  v a r i a t i o n  i n  t e m p e r a t u r e .  T h e s e  
n e u r o g e n i c  o r g a n s  p o s s e s s  a  n o r m a l l y  i r r e g u l a r ,  c o n t r a l a t e r a l l y  
a s y n c h r o n o u s  b e a t  w h i c h ,  i n  t h e  c a s e  o f  t h e  p o s t e r i o r  p a i r ,  c a n  b e  
d i r e c t l y  o b s e r v e d  t h r o u g h  t h e  s k i n .  
9  
M i d d l e r  e t  a l .  ( 1 9 6 8 )  a t t e m p t e d  t o  e s t i m a t e  t h e  r e s p o n s e  t o  a c u t e  
h y p o v o l e m i a  i n  B u f o  m a r i n u s .  H e m o d i l u t i o n  t o  5 8 %  o f  p r e h e m o r r h a g e  H c t s  
w a s  o b s e r v e d  i n  i n t a c t  a n i m a l s  f o l l o w i n g  h e m o r r h a g e .  A l t h o u g h  a  s e c o n d  
m a r k e r  ( 1
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r a d i o - i o d i n a t e d  s e r u m  a l b u m i n )  w a s  u s e d  i n  s o m e  s t u d i e s ,  
t h e  a u t h o r s  d i d  n o t  m a k e  u s e  o f  i t  t o  d e t e r m i n e  ab~olute f l u i d  v o l u m e s  
a n d  v o l u m e  s h i f t s .  A  s i m i l a r  r e s p o n s e ,  h o w e v e r ,  w a s  s e e n  i n  a n i m a l s  
w i t h  t h e i r  l y m p h  h e a r t s  d e s t r o y e d  l e a d i n g  t h e  a u t h o r s  t o  c o n c l u d e  t h a t  
l y m p h  h e a r t s  a r e  n o t  u n i q u e l y  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  r e s p o n s e .  T h u s ,  w h i l e  
t h e  l y m p h  h e a r t s  s e e m  t o  r e p r e s e n t  a  p o t e n t i a l  p a t h w a y  f o r  l y m p h  r e t u r n ,  
o t h e r  a c u t e  m e c h a n i s m s  m a y  a c c o u n t  f o r  t h e  o b s e r v e d  h y p o v o l e m i c  
c o m p e n s a t i o n .  
I n  t h e  s t u d y  r e p o r t e d  h e r e ,  v o l u m e  c o m p e n s a t i o n  f o l l o w i n g  
h e m o r r h a g e  w a s  m e a s u r e d  i n  i n t a c t  a n i m a l s  u s i n g  t w o  m a r k e r s  f o r  t h e  
p l a s m a  s p a c e .  U s e  o f  a n  i n j e c t e d  d y e  a l l o w s  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  
a b s o l u t e  v o l u m e s ;  w h i l e ,  s i m u l t a n e o u s  a n a l y s i s  o f  c h a n g e s  i n  
c o n c e n t r a t i o n  o t  t h e  i n j e c t e d  d y e  a n d  t h e  e n d o g e n o u s  e r y t h r o c y t e  
p r o v i d e s  a  c h e c k  a g a i n s t  f l u c t u a t i o n s  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  e i t h e r  
m a r k e r  t h a t  m a y  a r i s e  f r o m  n o n - c o m p e n s a t o r y  f a c t o r s .  E x p e r i e n c e  with~ 
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m a r i n u s  h a s  s h o w n  t h a t  c o n s i d e r a b l e  c h a n g e s  i n  B e t  o c c u r  a s  a  r e s u l t  o f  
a c t i v i t y .  T h e s e  c h a n g e s ,  w h i c h  m a y  e x c e e d  2 5 % ,  r a p i d l y  a b a t e  u p o n  
c e s s a t i o n  o f  a c t i v i t y .  S i m i l a r  r e s p o n s e s  a r e  k n o w n  i n  o t h e r  v e r t e b r a t e  
g r o u p s  ( L i l l y w h i t e  &  S m i t s ,  1 9 8 4 ) .  
M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
A n i m a l s  
A d u l t  B u f o  m a r i n u s  ( n  •  4 2 )  o b t a i n e d  f r o m  c o m m e r c i a l  s u p p l i e r s  
w e r e  u s e d  i n  t h i s  s t u d y .  A n i m a l s  w e r e  m a i n t a i n e d  u n f e d  w i t h  f r e e  a c c e s s  
t o  w a t e r  p r i o r  t o  e x p e r i m e n t a t i o n .  B o t h  m a l e  a n d  f e m a l e  s u b j e c t s  ( m a s s  
1 5 8 g  t o  3 6 6 g )  w e r e  e x a m i n e d .  N o  a t t e m p t  w a s  m a d e  t o  d e t e r m i n e  s e x u a l  
d i f f e r e n c e s  i n  t h e  r e s p o n s e s  t e s t e d .  
A l l  a n i m a l s  w e r e  f i t t e d  w i t h  a  P E - 9 0  c a n n u l a  ( d e a d  s p a c e  •  0 . 1  m l )  
i n  t h e  v e n t r a l  a b d o m i n a l  v e i n  a n d  a l l o w e d  t o  r e c o v e r  i n  a  c l e a n  p l a s t i c  
c o n t a i n e r  w i t h  f r e e  a c c e s s  t o  w a t e r  f o r  2 4  h o u r s  p r i o r  t o  
e x p e r i m e n t a t i o n .  C a n n u l a s  w e r e  k e p t  f i l l e d  w i t h  h e p a r i n i z e d  s a l i n e  
b e t w e e n  s a m p l i n g s  t o  p r e v e n t  c l o t t i n g .  M a s s e s  w e r e  r e c o r d e d  f o l l o w i n g  
e v a c u a t i o n  o f  a n i m a l s  b l a d d e r s  b e f o r e  e a c h  e x p e r i m e n t .  
D e t e r m i n a t i o n  o f  f l u i d  v o l u m e s  
E v a n ' s  b l u e  d y e  a n d  t h i o c y a n a t e  i o n s  ( S C N - )  w e r e  u s e d  t o  m e a s u r e  
p l a s m a  v o l u m e  a n d  e x t r a c e l l u l a r  f l u i d  v o l u m e ,  r e s p e c t i v e l y .  S t a n d a r d  
d y e  d i l u t i o n  t e c h n i q u e s ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S h o e m a k e r  ( 1 9 6 4 )  o r  L i l l y w h i t e  
&  S m i t h  ( 1 9 8 1 ) ,  w e r e  m o d i f i e d  a s  f o l l o w s  t o  m e e t  t h e  r e q u i r e m e n t s  o t  
t h i s  s t u d y .  3 0 0  u L  o f  a  1 : 3  d i l u t i o n  o f  1 0 %  E v a n ' s  b l u e  w a s  i n j e c t e d  
t h r o u g h  t h e  c a n n u l a  i m m e d i a t e l y  f o l l o w i n g  c o l l e c t i o n  o f  a  c o n t r o l  b l o o d  
1 1  
s a m p l e .  T w o  h u n d r e d  u L  o f  2 0 %  N a S C N  w a s  a d m i n i s t e r e d  a s  e i t h e r  t h e  
E v a n ' s  b l u e  d i l u e n t  o r  s e p a r a t e l y  f o l l o w i n g  i n j e c t i o n  o f  t h e  E v a n ' s  b l u e  
d y e .  
E v a n ' s  b l u e  s t a n d a r d s  w e r e  p r e p a r e d  b y  a d d i n g  a p p r o p r i a t e  v o l u m e s  
o f  t h e  E v a n ' s  b l u e  s o l u t i o n  t o  2  m L  o f  3 %  B S A .  T w e n t y  u L  o f  e a c h  
s t a n d a r d  a n d  t h e  p l a s m a  s a m p l e s  w e r e  a d d e d  t o  1 . 0  m L  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  
t h e  o p t i c a l  d e n s i t y  ( O . D . )  d e t e r m i n e d  a t  6 0 0  n m  o n  a  d u a l  b e a m  s p e c t r o -
p h o t o m e t e r .  
T h i o c y a n a t e  s t a n d a r d s  w e r e  p r e p a r e d  b y  a d d i n g  a p p r o p r i a t e  v o l u m e s  
o f  t h e  S C N - s o l u t i o n  t o  5 . 0  m l  0 . 9 %  N a C l .  F o r t y  u L  o f  e a c h  s a m p l e  w a s  
p i p e t t e d  i n t o  1 . 4  m L  1 0 %  T C A  t o  p r e c i p i t a t e  p l a s m a  p r o t e i n s  a n d  
p r o t e i n - b o u n d  E v a n ' s  b l u e  d y e .  S t a n d a r d s  w e r e  s i m i l a r l y  a c i d i f i e d ,  
a l t h o u g h  n o  p r o t e i n  o r  d y e  w a s  p r e s e n t .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  o f  
s a m p l e s ,  1 . 0  m L  5 %  F e N O  i n  2 . 5 %  H N O  w a s  a d d e d  t o  1 . 0  m L  o f  s u p e r n a t a n t  
f r o m  e a c h  s a m p l e  a n d  s t a n d a r d  a n d  t h e  O . D .  d e t e r m i n e d  a t  4 8 0  n m  o n  a  
d u a l  b e a m  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  
P l a s m a  v o l u m e  ( P V i n i t )  w a s  c a l c u l a t e d  b y  d i v i d i n g  t h e  v o l u m e  o f  
E v a n ' s  b l u e  d y e  i n j e c t e d  b y  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  d y e  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  
i n t e r c e p t  o f  a  s e m i l o g  p l o t  o t  p r e - h e m o r r h a g e  s a m p l e  c o n c e n t r a t i o n s .  
I n i t i a l  b l o o d  v o l u m e  ( B V i n i t )  w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  p l a s m a  v o l u m e  b y .  
e q u a t i o n  1  u s i n g  t h e  m e a n  o f  t h e  p r e h e m o r r h a g e  H c t s  ( m e a n  c o n t r o l  
h e m a t o c r i t ,  M C H C T )  
B V i n i t  =  P V i n i t  I  ( 1  - M C H C T  I  1 0 0 ) .  
( 1 )  
' "  
- . .  
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E x t r a c e l l u l a r  f l u i d  v o l u m e  w a s  c a l c u l a t e d  b y  d i v i d i n g  t h e  v o l u m e  o f  S C N -
i n j e c t e d  b y  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  S C N - o b t a i n e d  f r o m  a  s a m p l e  t a k e n  a f t e r  
a n  e q u i l i b r a t i o n  p e r i o d  o f  6 0  m i n .  
S a m p l i n g  
I n  o r d e r  t o  d e p i c t  t h e  t i m e  c o u r s e  f o r  c h a n g e s  i n  p l a s m a  v o l u m e  
u s i n g  a  d y e  w h i c h  i s  g r a d u a l l y  l o s t  f r o m  t h e  p l a s m a  s p a c e ,  i t  i s  f i r s t  
n e c e s s a r y  t o  e s t a b l i s h  a n  i n i t i a l  r a t e  o f  l o s s  f o r  t h e  d y e .  T h i s  w a s  
d o n e  b y  t a k i n g  5  p o s t - i n j e c t i o n  s a m p l e s  a t  1 5  m i n u t e  i n t e r v a l s  ( s e e  
b e l o w  f o r  i n d i v i d u a l  s a m p l e  p r o t o c o l . )  A f t e r  c o l l e c t i o n  o f  t h e  f i f t h  
s a m p l e  t h e  c a n n u l a  w a s  a l l o w e d  t o  d r a i n  i n t o  a  h e p a r i n i z e d  1 0  m l  s y r i n g e  
u n t i l  a  v o l u m e  o f  b l o o d  e q u a l  t o  2 . 0 %  o f  t h e  a n i m a l ' s  b o d y  m a s s  h a d  b e e n  
r e m o v e d .  T h i s  b l o o d  w a s  r e t a i n e d  f o r  r e i n f u s i o n  a f t e r  c o m p l e t i o n  o f  t h e  
e x p e r i m e n t .  
F o l l o w i n g  h e m o r r h a g e ,  t h e  a c u t e  p h a s e  o f  c o m p e n s a t i o n  w a s  
s u r v e y e d .  P i l o t  s t u d i e s  i n d i c a t e d  t h a t  p o s t - h e m o r r h a g e  r e c o v e r y  w o u l d  
b e  r a p i d ,  t h e r e f o r e ,  a s  m a n y  s a m p l e s  a s  p o s s i b l e  w e r e  t a k e n  d u r i n g  t h i s  
p e r i o d .  F i v e  p o s t - h e m h o r r a g e  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  a t  5  m i n  i n t e r v a l s .  
A n  a d d i t i o n a l  4  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  a t  1 5  m i n  i n t e r v a l s  t o  r e e s t a b l i s h  
t h e  b a s e l i n e  r a t e  o f  d y e  l o s s  f o l l o w i n g  c o m p e n s a t i o n .  I n c l u d i n g  t h e  
c o n t r o l  s a m p l e ,  1 5  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  i n  a l l .  
I n  o r d e r  t o  a s s u r e  t h a t  s a m p l e s  o b t a i n e d  w e r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  
t h e  g e n e r a l  c i r c u l a t i o n  a n d  n o t  p e c u l i a r  t o  t h e  l o c a l  e n v i r o n m e n t  o f  t h e  
c a n n u l a ,  t h e  f o l l o w i n g  p r o t o c o l  w a s  u s e d  t o  o b t a i n  a l l  s a m p l e s .  S a l i n e  
f i l l i n g  t h e  c a n n u l a  w a s  a l l o w e d  t o  d r a i n  o f f  a n d  a n  e m p t y  s y r i n g e  b a r r e l  
w a s  f i t t e d  t o  t h e  c a n n u l a .  T h e  s y r i n g e  w a s  a l l o w e d  t o  f i l l  w i t h  0 . 1  t o  
. . .  
0 . 2  m l  o f  b l o o d  a n d  r e m o v e d .  T w o  h e p a r i n i z e d  m i c r o - h e m a t o c r i t  t u b e s  
w e r e  f i l l e d  w i t h  a p p r o x i m a t e l y  4 0  u l  o f  b l o o d  e a c h .  T h e  p r e v i o u s l y  
d r a w n  b l o o d  w a s  t h e n  r e i n f u s e d  a n d  t h e  c a n n u l a  f l u s h e d  w i t h  0 . 1  m l  o f  
h e p a r i n i z e d  s a l i n e .  H e m a t o c r i t s  w e r e  d e t e r m i n e d  a f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  
f o r  5  m i n u t e s  a n d  p l a s m a  s a m p l e s  w e r e  r e f r i g e r a t e d  f o r  c o l o r i m e t r i c  
a n a l y s i s ,  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  
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A n i m a l s  w e r e  s a m p l e d  u n a n a e s t h e t i z e d .  T o  a v o i d  c o m p l i c a t i o n s  d u e  
t o  e x t e m p o r a n e o u s  a c t i v i t y  c a u s e d  b y  i n t e r m i t t e n t  h a n d l i n g  d u r i n g  
s a m p l i n g  e a c h  a n i m a l  w a s  k e p t  i n  a  p l a s t i c  c o n t a i n e r  p l a c e d  o v e r  a  g r a t e  
t h r o u g h  w h i c h  t h e  c a n n u l a  w a s  a c c e s s i b l e .  I t  w a s  d e s i r e d  t h a t  t h e  
a n i m a l s  b e  t e s t e d  a t  r e s t ,  a s  H c t  w a s  f o u n d  t o  f l u c t u a t e  w i t h  a c t i v i t y .  
H o w e v e r ,  B .  m a r i n u s  a r e  p r o n e  t o  s t r u g g l e  w h e n  c o n f i n e d  o r  r e s t r a i n e d  
a n d  p e r i o d i c a l l y  w o u l d  e n g a g e  i n  v i g o r o u s  a c t i v i t y  b o u t s .  
D e t e r m i n a t i o n  o f  B l o o d  V o l u m e s  D u r i n g  C o m p e n s a t i o n  
P l a s m a  a n d  b l o o d  v o l u m e s  f o l l o w i n g  h e m o r r h a g e  ( P V i  &  B V i )  w e r e  
d e t e r m i n e d  b y  s u b t r a c t i n g  t h e  v o l u m e  h e m o r r h a g e d  ( V H )  a n d  ( V H  *  ( 1  - H c t H  
I  1 0 0 ) )  f r o m  t h e  i n i t i a l  b l o o d  a n d  p l a s m a  v o l u m e s ,  r e s p e c t i v e l y .  H e r e ,  
H c t H  i s  t h e  H c t  a t  t h e  t i m e  o f  h e m o r r h a g e  •  
• ,  
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P l a s m a  a n d  b l o o d  v o l u m e s  ( P V i  &  B V i )  f o l l o w i n g  h e m o r r h a g e  w e r e  
c a l c u l a t e d  f r o m  o b s e r v e d  c h a n g e s  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  E v a n ' s  b l u e  a n d  
H c t  u s i n g  e q u a t i o n s  2  a n d  3 .  
P V i  =  P V i n i t  *  C n c  
~ 
B V i  =  B V i n i t  *  ( H c t i )  * C V  - V H * H c t n  
w h e r e :  
C n c  
C i  
H c t n  
C V  
V H  
H c t i  
t i  
=  
=  
-
- =  
=  
=  
=  
( H c t n >  C V  
c o n c e n t r a t i o n  o f  d y e  a t  
h e m o r r h a g e  c o r r e c t e d  b y  
e x t r a p o l a t i o n  o f  p r e -
h e m o r r h a g e  c o n c e n t r a t i o n s  
t o  t i  
d y e  c o n c e n t r a t i o n  a t  t i  
h e m a t o c r i t  a t  h e m o r r h a g e  
v o l u m e  o f  c e l l s  i n i t i a l l y  p r e s e n t  
v o l u m e  o f  b l o o d  h e m o r r h a g e d  
h e m a t o c r i t  a t  t i  
t i m e  s a m p l e  w a s  t a k e n  
( 2 )  
( 3 )  
T h e  t e r m  C n c  i n  t h e  n u m e r a t o r  o f  e q u a t i o n  2  c o r r e c t s  f o r  t h e  
c o n t i n u e d  l o s s  o t  d y e  d u r i n g  t h e  p e r i o d  o f  c o m p e n s a t i o n ,  a s s u m i n g  a  r a t e  
o f  d y e  l o s s  e q u a l  t o  t h e  p r e - h e m o r r h a g e  r a t e .  T h i s  i s  a  c o n s e r v a t i v e  
a s s u m p t i o n  a s  a  d e c r e a s e  i n  b l o o d  p r e s s u r e  f o l l o w i n g  h e m o r r h a g e  w o u l d  
l i k e l y  r e s u l t  i n  a  c o n c o m i t a n t  d e c r e a s e  i n  f i l t r a t i o n  o f  d y e .  
T h e  c e l l  v o l u m e  r e m a i n i n g  a f t e r  h e m o r r h a g e  ( C V n )  w a s  c a l c u l a t e d  b y  
e q u a t i o n  4  a s  
C V n  =  ( B V i  - V H )  *  H c t n .  
( 4 )  
· · - .  
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T h i s  v o l u m e  o f  c e l l s  i s  u s e d  i n  e q u a t i o n  5  t o  c a l c u l a t e  p o s t  h e m o r r h a g e  
b l o o d  v o l u m e s  ( B V  )  f r o m  t h e  p l a s m a  v o l u m e s  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  E v a n ' s  
b l u e  w a s h o u t .  
B V  =  P V  +  C V  
( S )  
S t a t i s t i c a l  M e t h o d s  a n d  D a t a  A n a l y s i s  
T h e  f u n d a m e n t a l  a n a l y s i s  o f  w a s h o u t  c u r v e s  f o r  t h e  e x p e r i m e n t s  
d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r s  1  a n d  2  w a s  d o n e  a s  f o l l o w s .  E a c h  e x p e r i m e n t a l  
t r i a l  w a s  a n a l y s e d  f o r  t i m e  t r e n d s  i n  t h e  d a t a .  T h e  i n t e r v a l s  s u t e n d e d  
b y  t h e s e  t r e n d s  a r e  d e p i c t e d  i n  F i g u r e  2 .  T h e  s a m p l e  t a k e n  j u s t  b e f o r e  
h e m o r r h a g e  w a s  c o n s i d e r e d  t o  b e  t h e  l a s t  e l e m e n t  o f  t h e  p r e - h e m o r r h a g e  
i n t e r v a l  a n d  t h e  f i r s t  e l e m e n t  o f  t h e  p u t a t i v e  c o m p e n s a t i o n  i n t e r v a l .  
T h e  i n t e r s e c t i o n  o f  t h e  c o m p e n s a t i o n  a n d  p o s t - c o m p e n s a t i o n  i n t e r v a l s  w a s  
d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  m u l t i p l e  r e g r e s s i o n  m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  D r a p e r  a n d  
S m i t h  ( 1 9 8 1 )  i n  t h e i r  d i s c u s s i o n  o f  a n a l y s i s  o f  t i m e  t r e n d s  i n  d a t a .  
A c t u a l  a n a l y s i s  w a s  d o n e  u s i n g  t h e  M u l t i p l e  R e g r e s s i o n :  S u b p r o g r a m  
R e g r e s s i o n  o f  S t a t i s t i c a l  P a c k a g e  f o r  t h e  S o c i a l  S c i e n c e s  ( S P S S )  b y  N i e  
e t  a l .  ( 1 9 7 5 ) .  A n a l y s i s  w a s  d o n e  u s i n g  s e m i - l o g  p l o t s  o f  r a w  a b s o r b a n c e  
d a t a .  A l l  r e a s o n a b l e  g r o u p i n g s  o f  t h e  d a t a  w e r e  a n a l y s e d  a n d  t h e  
c o m p e n s a t i o n  i n t e r v a l  w a s  t a k e n  t o  e n d  a t  t h e  s a m p l e  f o l l o w i n g  t h e  
p r e d i c t e d  i n t e r s e c t i o n  p o i n t  o f  t h e  m o d e l  h a v i n g  t h e  s m a l l e s t  r e s i d u a l  
s u m  o f  s q u a r e s .  
T e s t i n g  f o r  s i g n i f i c a n c e  o f  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  s l o p e s  o f  
l i n e s  w i t h i n  t h e  i n t e r v a l s  s o  d e t e r m i n e d  w a s  d o n e  u s i n g  t h e  a n a l y s i s  o f  
v a r i a n c e  m e t h o d  f o r  t e s t s  o f  m o r e  t h a n  2  s l o p e s  d e s c r i b e d  b y  Z a r  ( 1 9 8 4 ) .  
T i m e  t o  r e c o v e r y  ( T T R )  w a s  c o n s i d e r e d  t o  b e  t h e  t i m e  o f  t h e  c o m p e n s a t i o n  
F i g u r e  2 .  E x a m p l e  o f  r a w  d a t a  f r o m  h y p o v o l e m i a  e x p e r i m e n t  u s i n g  a n  
i n t a c t  a n i m a l .  
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i n t e r v a l ;  t h e r e f o r e ,  T T R  f o r  i n d i v i d u a l  a n i m a l s  i s  a  m u l t i p l e  o f  t h e  5  
m i n  s a m p l i n g  i n t e r v a l s  u s e d .  
R E S U L T S  
F l u i d  v o l u m e  d e t e r m i n a t i o n s  f o r  t h e  8  a n i m a l s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  
a r e  s h o w n  i n  T a b l e  1 .  T h e  d e g r e e  o f  h y p o v o l e m i c  s t r e s s  w a s  c a l c u l a t e d  
i n d i v i d u a l l y  f o r  e a c h  a n i m a l  a s  t h e  r a t i o  o f  b l o o d  v o l u m e  r e m o v e d  ( V H )  
t o  B V i n i t •  
I f  c o m p e n s a t i o n  w e r e  t o  o c c u r  d u r i n g  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  t h e s e  
e x p e r i m e n t s ,  3  t i m e  t r e n d s  s h o u l d  a p p e a r  i n  t h e  d y e  c o n c e n t r a t i o n  d a t a .  
B e t w e e n  t h e  t i m e s  o f  d y e  i n j e c t i o n  a n d  h e m o r r h a g e  a  s l o w  e x p o n e n t i a l  
d e c r e a s e  i n  d y e  c o n c e n t r a t i o n  s h o u l d  a c c o m p a n y  t h e  u n a v o i d a b l e  l o s s  o f  
d y e  f r o m  t h e  v a s c u l a r  s p a c e  ( s e e  F i g u r e  2 ,  p r e - h e m o r r h a g e . )  
F o l l o w i n g  h e m o r r h a g e ,  c o n c e n t r a t i o n  s h o u l d  d e c l i n e  p r e c i p i t o u s l y  
a s  u n l a b l e d  f l u i d  f i l l s  t h e  v a s c u l a r  s p a c e  t o  c o m p e n s a t e  f o r  t h e  d e f i c i t  
( s e e  F i g u r e  2 ,  c o m p e n s a t i o n . )  A c u t e  c o m p e n s a t i o n  c a n  b e  i n f e r r e d  i f  
s l o p e s  o t  t h e  f i r s t  a n d  s e c o n d  t i m e  t r e n d s  a r e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t .  
T h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  r e s p o n s e  c a n  b e  e s t i m a t e d  f r o m  t h e  d i v e r g e n c e  o f  
t h e s e  t w o  l i n e s  d u r i n g  t h e  p e r i o d  o f  c o m p e n s a t i o n .  C o m p e n s a t i o n  h e s  
e n d e d  w h e n  t h e  d e c l i n e  i n  c o n c e n t r a t i o n  b r o u g h t  a b o u t  b y  t h e  h e m o r r h a g e  
h a s  c e a s e d  ( s e e  F i g u r e  2 ,  p o s t - c o m p e n s a t i o n . )  T h e  e x p e c t e d  c o n t o u r s  i n  
t h e  a b s o r b a n c e  d a t a  w e r e  o b s e r v e d  i n  a l l  c o n t r o l  a n i m a l s  t e s t e d .  I n  a l l  
c a s e s ,  t h e  s l o p e  o f  t h e  c o m p e n s a t i o n  t i m e  t r e n d  w a s  s i g n i f i c a n t l y  
d i f f e r e n t  f r o m  t h e  o t h e r s .  
T h e  p r o f i l e s  f o r  E v a n ' s  b l u e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  B e t  a r e  s h o w n  i n  
F i g u r e  3 .  A s  c a n  b e  s e e n ,  b o t h  d e c l i n e  p r e c i p i t o u s l y  f o l l o w i n g  
TA
BL
E 
I 
FL
UI
D 
VO
LU
ME
 S
UM
MA
RY
 F
OR
 I
NT
AC
T 
AN
IM
AL
S 
(n
 
I n
it
 i t
11 
In
it
ia
l 
Ti
m
e 
To
 
Pl
as
m
a 
H
eu
at
oc
ri
t 
B
lo
od
 
St
re
ss
 
fte
co
ve
r 
Vo
lu
m
e 
Vo
lu
m
e 
(m
l I 
lO
Og
) 
(m
l/l
OO
g)
 
( ·,:
.) 
(m
in)
 
M
ea
n 
7.
32
 
21
 
9.
25
 
22
.3
 
17
.5
 
S.
E.
 
.
56
 
2.
9 
.
52
 
1.
 2
 
1.
 3
 
Ra
ng
e 
5.
 24
 -
10
. 3
6 
13
 -
35
 
7.
 66
 -
11
. 9
2 
16
.6
-2
4.
9 
15
 -
25
 
8,
 e
x
c
e
pt
 E
CF
V 
n
 
3)
 
R
ec
ov
er
y 
R
ec
ov
er
y 
V
ol
um
e 
R
at
e 
( .. :. 
) 
(m
l/m
in)
 
E.
11
. 
H
ct
 
E.
B.
 
H
ct
 
96
 
10
7 
.
 
21
 
.
 
33
 
3.
5 
3 
.
05
 
.
06
 
87
-1
10
 
4
7
-l
lh
 
.
07
-.
47
 
.
12
-.6
7 
E
xt
ra
ce
ll
ul
ar
 
F 1
 u i
 d 
Vo
 1 u
m
e 
(m
l /l
O
O
g)
 
49
.9
 
5.
9 
41
.6
 -
61
.4
 
~
 
\0
 
2 0  
h e m o r r h a g e ,  w i t h  E v a n ' s  b l u e  c o n c e n t r a t i o n  a t t a i n i n g  c o n s t a n c y  a f t e r  
a b o u t  1 5  m i n  p o s t  h e m o r r h a g e .  M e a n s  o f  t h e  H c t  d e t e r m i n e d  v a l u e s  i n  
F i g u r e  3  f a l l  w i t h i n  2  S E  o f  t h e  m e a n  d y e  d e t e r m i n e d  v a l u e s .  I t  c a n  b e  
s e e n ,  h o w e v e r ,  t h a t  H c t  a s  a  %  o f  c o n t r o l  c o n t i n u e s  t o  d e c l i n e  o v e r  t h e  
f u l l  2 5  m i n s  s h o w n  a n d  t h a t  2  S E  o f  t h e  H c t  d e t e r m i n a t i o n s  f a i l  t o  
c a p t u r e  t h e  m e a n  o f  t h e  d y e  v a l u e s  a t  2 0  a n d  2 5  m i n  p o s t - h e m o r r h a g e .  
H e m o d i l u t i o n  e x c e e d s  E v a n ' s  b l u e  w a s h o u t  a t  e v e r y  i n t e r v a l .  
B l o o d  v o l u m e  r e c o v e r y  d a t a  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  4 .  T h i s  f i g u r e  i s  a n  
a l g e b r a i c  v a r i a n t  o f  F i g u r e  3  a n d  a s  e x p e c t e d  d e p i c t s  s i m i l a r  
r e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  e s t i m a t e s  d e r i v e d  u s i n g  t h e  t w o  m a r k e r s .  I t  c a n  
b e  s e e n  t h a t  c o m p e n s a t i o n  a s  i n f  e r r e d  f r o m  t h e  d y e  w a s h o u t  i s  c o m p l e t e  
1 5  m i n  p o s t  h e m o r r h a g e ;  w h i l e  t h e  p r o f i l e  o f  H c t  d e t e r m i n e d  v o l u m e s  
w o u l d  s u g g e s t  t h a t  c o m p e n s t i o n  c o n t i n u e d  t h r o u g h  2 5  m i n .  
T h e s e  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  a r e  a l s o  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  1 .  T h e  
p e r c e n t  r e c o v e r y  s h o w n  i n  F i g u r e  4  i s  l o w e r  t h a n  t h a t  g i v e n  i n  T a b l e  1  
b e c a u s e  v a r i a t i o n  i n  i n d i v i d u a l  T T R ' s  h a v e  n o t  b e e n  c o r r e c t e d  f o r  i n  t h e  
a b s c i s s a .  T h e  t i m e  t o  r e c o v e r y  r e p o r t e d  i s  t h e  a r i t h m a t i c  m e a n  o f  
i n d i v i d u a l l y  d e t e r m i n e d  r e c o v e r y  t i m e s  m e a s u r e d  a s  m u l t i p l e s  o f  t h e  f i v e  
m i n u t e  s a m p l e  i n t e r v a l s .  O f  t h e  8  i n d i v i d u a l s  t e s t e d ,  5  r e c o v e r e d  i n  1 5  
m i n ,  2  i n  2 0  m i n  a n d  1  o n l y  a f t e r  2 5  m i n .  
P e r c e n t  r e c o v e r y  v o l u m e  i s  t h e  m e a n  r a t i o  o f  t h e  r e c o v e r y  b l o o d  
v o l u m e  a t  T T R  a n d  B V i n i t  f o r  e a c h  i n d i v i d u a l .  P e r c e n t  r e c o v e r y  i s  g i v e n  
u s i n g  v o l u m e  e s t i m a t e s  b a s e d  o~ t h e  w a s h o u t  o f  b o t h  m a r k e r s .  T h e  v a l u e s  
a r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t .  T h e  r e c o v e r y  r a t e s  s h o w n  a r e  m e a n s  o f  
s l o p e s  o b t a i n e d  f r o m  i n d i v i d u a l  b l o o d  v o l u m e  p r o f i l e s  d u r i n g  t h e  
i n t e r v a l  o f  c o m p e n s a t i o n .  
F i g u r e  3 .  P e r c e n t  c h a n g e  i n  E v a n ' s  b l u e  c o n c e n t r a t i o n  ( E B ) a n d  
h e m a t o c r i t  ( H c t )  f o l l o w i n g  h e m o r r h a g e  i n  i n t a c t  a n i m a l s .  
M e a n + - 2  S E ,  ( n  =  8 ) .  
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F i g u r e  4 .  B l o o d  v o l u m e  a s  a  p e r c e n t  o f  c o n t r o l  i n  i n t a c t  a n i m a l s .  
M e a n + - 2  S E ,  ( n  •  8 ) .  V a l u e s  d e t e r m i n e d  f r o m  
E v a n ' s  b l u e  ( E B )  a n d  h e m a t o c r i t  ( H c t ) .  
E r r o r  i n  B V O  s t i p p l e d  ( + - 2  S E ) .  
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T h e  e f f e c t  o f  h e m o r r h a g e  o n  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  S C N - i s  s h o w n  i n  
F i g u r e  5 .  F o l l o w i n g  a n  e q u i l i b r a t i o n  p e r i o d  o f  a b o u t  4 5  m i n  t h e  d e c l i n e  
i n  t h e  l o g  t r a n s f o r m e d  a b s o r b a n c e  i s  l i n e a r .  N o  p e r t u r b a t i o n s  o f  t h i s  
l i n e a r i t y  c a n  b e  a t t r i b u t e d  t o  t h e  h £ m c r r b a g e  o r  c o n c o m i t a n t  
c o m p e n s a t i o n .  D e t e r m i n a t i o n  o f  a b s o l u t e  E C F V  w a s  n o t  d o n e  o n  t h i s  d a t a .  
T h e  v a l u e  f o r  E C F V  g i v e n  i n  T a b l e  1  i s  f r o m  a n  i n d e p e n d a n t  d e t e r m i n a t i o n  
d o n e  o n  3  t o a d s .  O n e  o f  t h e s e  t o a d s  p r o v i d e d  d a t a  t h a t  h a s  b e e n  
i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h i s  s t u d y .  T h e  o t h e r  2  a r e  i n c l u d e d  i n  t h e  s t u d y  
w h i c h  f o l l o w s .  
D I S C U S S I O N  
P u b l i s h e d  v a l u e s  f o r  p l a s m a  v o l u m e  d e t e r m i n e d  b y  d y e  d i l u t i o n  
u s i n g  E v a n ' s  b l u e  d y e  v a r y  c o n s i d e r a b l y .  T h o r s o n  ( 1 9 6 4 )  p r o v i d e s  a  
p l a s m a  v o l u m e  e s t i m a t e  o f  4 . 7 m l  I  l O O g  f o r  B u f o  m a r i n u s ,  w h e r e a s ,  
S h o e m a k e r  ( 1 9 6 4 )  r e p o r t e d  m a s s  s p e c i f i c  p l a s m a  v o l u m e s  m o r e  t h a n  d o u b l e  
t h i s  a m o u n t  f o r  t h e  s a m e  s p e c i e s  ( 1 1 . l m l  I  l O O g ) .  T h e  v a l u e  d e t e r m i n e d  
i n  t h i s  s t u d y  ( 7 . 3 m l  I  l O O g )  a g r e e s  c l o s e l y  w i t h  t h e  v a l u e  g i v e n  b y  
P r o s s e r  &  W e i n s t e i n  ( 1 9 5 0 )  t h a t  i s  c o m m o n l y  u s e d  a s  a n  e s t i m a t e  ( 7 . 0 m l  I  
l O O g ) .  
I n  o r d e r  f o r  d y e  d i l u t i o n  e s t i m a t e s  o f  f l u i d  v o l u m e s  t o  b e  
a c c u r a t e  i t  i s  n e c e s s a r y  f o r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  d y e  i n  t h e  s a m p l e s  
t a k e n  t o  e q u a l  t h e  m e a n  c o n c e n t r a t i o n  o t  t h e  s p a c e  b e i n g  m e a s u r e d  
( L a w s o n ,  1 9 6 2 ) .  T h o r s o n  m a k e s  t h e  c l a i m  t h a t  c i r c u l a t o r y  m i x i n g  w a s  
c o m p l e t e  o v e r  t h e  s a m p l i n g  p e r i o d  u s e d ;  h o w e v e r ,  t h e  d r a m a t i c a l l y  l o w e r  
v a l u e s  r e p o r t e d  s u g g e s t  a  s a m p l i n g  p e r i o d  l o n g e r  t h a n  3 0  m i n  p o s t  
i n j e c t i o n  m a y  b e  d e s i r a b l e .  
F i g u r e  S .  D i s t r i b u t i o n  o f  t h i o c y a n a t e  i o n s  d u r i n g  a c u t e  
h y p o v o l e m i a  i n  i n d i v i d u a l  i n t a c t  a n i m a l s .  
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T h e  c o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  o f  t h e  b l o o d  v o l u m e  e s t i m a t e  ( 1 5 . 9 % )  
i s  l o w e r  t h a n  f o r  t h e  p l a s m a  v o l u m e  e s t i m a t e s  ( 2 1 . 6 % ) .  V a r i a t i o n  i n  H c t  
a n d  p l a s m a  v o l u m e  a p p e a r  t o  b e  c o u p l e d ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  c o n t r o l l e d  
v a r i a b l e  i s  b l o o d  v o l u m e .  A n i m a l s  w i t h  l o w e r  r e d  c e l l  v o l u m e s  h a v e  
c o r r e s p o n d i n g l y  h i g h e r  p l a s m a  v o l u m e s  a n d  v i c e  v e r s a .  
T h e  d i s c r e p a n c y  b e t w e e n  t h e  e s t i m a t e s  o f  c o m p e n s a t i o n  b a s e d  o n  d y e  
w a s h o u t  v e r s u s  h e m o d i l u t i o n  p r o b a b l y  a r i s e  f r o m  2  s o u r c e s .  F i r s t ,  t h e  
a s s u m p t i o n  t h a t  d y e  f i l t r a t i o n  f o l l o w i n g  h e m o r r h a g e  p r o c e e d s  a t  a  r a t e  
c o n s i s t e n t  w i t h  t h a t  o b s e r v e d  b e f o r e  b l e e d i n g  p r o b a b l y  l e a d s  t o  a n  
u n d e r e s t i m a t e  o f  d y e  w a s h o u t .  P e r h a p s  m o r e  s i g n i f i c a n t ,  h o w e v e r ,  m a y  b e  
t h e  r e t u r n  o f  l a b e l  t o  t h e  c i r c u l a t i o n  o v e r  t i m e  a s  d y e  a c c u m u l a t e s  i n  
t h e  l y m p h .  
T h e s e  r e s u l t s  a r e  c o m p a r a b l e  t o  t h o s e  o b t a i n e d  b y  M i d d l e r  e t  a l .  
( 1 9 6 8 ) .  B e t  w a s h o u t  t o  5 8 %  o f  c o n t r o l  f o l l o w e d  h e m o r r h a g i c  s t r e s s  o f  
a p p r o x i m a t e l y  5 0 %  ( 3 . 5 m L / 1 0 0 g )  i n  t h e i r  s t u d y .  I n  t h e  s t u d y  r e p o r t e d  
h e r e  a  m e a n  h e m o r r h a g i c  s t r e s s  o f  2 2 . 3 %  p r o d u c e d  a  w a s h o u t  o f  7 1 % .  T h e  
M i d d l e r  s t u d y  d o e s  n o t  p r o v i d e  s u f f i c i e n t  d a t a  t o  j u s t i f y  a  c o m p a r i s o n  
o f  t h e  T T R .  
T h e  r a t e  a n d  p r e c i s i o n  o f  b l o o d  v o l u m e  r e g u l a t i o n  f o l l o w i n g  a c u t e  
b l o o d  l o s s  d e t e r m i n e d  i n  t h i s  s t u d y  a r e  r e m a r k a b l e ,  a l t h o u g h  n o t  
e n t i r e l y  u n e x p e c t e d .  A s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d ,  c h a n g e s  i n  B e t  f o l l o w i n g  
a c t i v i t y  o f  2 7 %  t o  3 6 %  h a v e  b e e n  s e e n  a m o n g  t o a d s  i n  o u r  l a b .  T h e  
a c t i v i t y  i n d u c e d  h e m o c o n c e n t r a t i o n  i s  r e d u c e d  t o  2 5 %  a f t e r  2 0  - 3 0  m i n  
r e s t .  T h i s  w o u l d  s u g g e s t  t h a t  a  v o l u m e  d e f i c i t  c o m e n s u r a b l e  w i t h  t h e  
o b s e r v e d  i n c r e a s e  i n  B e t  h a s  b e e n  r e p l a c e d  i n  t h a t  p e r i o d  o f  t i m e .  
C H A P T E R  I I  
T H E  E F F E C T  O F  L Y M P H  H E A R T  D E S T R U C T I O N  
I N T R O D U C T I O N  
A  v a r i e t y  o f  s t u d i e s  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  l y m p h  h e a r t s  a r e  
v i t a l  t o  t h e  m a i n t a i n a n c e  o f  n o r m a l  f l u i d  c o m p a r t m e n t  p h y s i o l o g y .  
F o l g l i a  ( 1 9 3 9 ,  1 9 4 1 )  h a s  s h o w n  t h a t  f a t a l  h e m o c o n c e n t r a t i o n  a n d  e d e m a  
f o l l o w s  t h e  l o s s  o f  f u n c t i o n a l  l y m p h  h e a r t s  i n  B u f o  a b o r e t u m ,  i n d i c a t i n g  
n e t  t r a n s f e r  o f  f l u i d  f r o m  v a s c u l a r  t o  e x t r a v a s c u l a r  s p a c e s .  T h i s  
r e s u l t  w a s  o b s e r v e d  w h e t h e r  t h e  h e a r t s  w e r e  d e s t r o y e d  b y  e l e c t r o c a u t e r y ,  
i n  w h i c h  c a s e  t h e  l y m p h  c h a n n e l  w a s  d e s t r o y e d ,  o r  w e r e  s i m p l y  
d e n e r v a t e d ,  i n  w h i c h  c a s e  o n l y  t h e  b e a t i n g  o f  t h e  h e a r t  w a s  a r r e s t e d .  
T h i s  l e d  F o g l i a  ( 1 9 4 1 )  t o  c h a r a c t e r i z e  t h e  h e a r t s  a s  s u c t i o n  p u m p s .  
T h e  r a t e  o f  l y m p h  f o r m a t i o n  a n d  t h e  c a p a c i t y  o f  t h e  l y m p h  h e a r t s ·  
t o  r e t u r n  t h i s  f l u i d  t o  t h e  c i r c u l a t i o n  h a v e  b e e n  t h e  s u b j e c t  o f  m a n y  
i n v e s t i g a t i o n s .  I t o  ( 1 9 2 6 )  r e p o r t e d  h e m o c o n c e n t r a t i o n  o f  S  - 4 6 %  i n  1 0  
m i n s  f o l l o w i n g  l y m p h  h e a r t  d e s t r u c t i o n .  I f  t h i s  c h a n g e  r e s u l t s  s o l e l y  
f r o m  s t o p p a g e  o f  l y m p h  flo~, a n  a n i m a l  w i t h  a  7 %  p l a s m a  v o l u m e  m u s t  b e  
c y c l i n g  a  v o l u m e  o f  l y m p h  e q u a l  t o  S  t i m e s  i t s  b o d y  m a s s  p e r  d a y .  
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C o n k l i n  ( 1 9 3 0 )  a t t e m p t e d  t o  v e r i f y  t h e s e  r e s u l t s  a f t e r  
d e s t r u c t i o n  o f  t h e  p o s t e r i o r  h e a r t s  a l o n e .  S h e  w a s  a b l e  t o  m a n i p u l a t e  a  
s u b s e t  o f  h e r  d a t a  t o  p r o d u c e  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  I t o .  T e n  
y e a r s  l a t e r ,  h o w e v e r ,  F o g l i a  ( 1 9 3 9 )  w a s  a b l e  t o  s h o w  t h a t  a  s i n g l e  
f u n c t i o n a l  l y m p h  h e a r t  i s  s u f f i c i e n t  t o  f o r e s t a l l  t h e  f a t a l  c o n s e q u e n c e s  
o f  l y m p h  h e a r t  d e s t r u c t i o n  a n d  p r e s u m a b l y  a c u t e  h e m o c o n c e n t r a t i o n  a s  
w e l l .  
T w o  c o n c l u s i o n s  a r e  i m p l i c i t  i n  t h e s e  s t u d i e s .  F i r s t ,  t h a t  v o l u m e  
o f  f l u i d ,  w h i c h  l o s t  p r o d u c e s  t h e  o b s e r v e d  h e m o c o n c e n t r a t i o n ,  m u s t  
n o r m a l l y  b e  r e t u r n e d  t o  t h e  c i r c u l a t i o n .  S e c o n d ,  a l l  t h i s  f l u i d  i s  
r e t u r n e d  v i a  t h e  l y m p h  h e a r t s  a s  t h e  v o l u m e  l o s t  i s  t h e  r e s u l t  o f  n e t  
c a p i l l a r y  f i l t r a t i o n .  
I n  1 9 6 8 ,  M i d d l e r  e t  a l .  t o o k  t h e  o p p o s i t e  a p p r o a c h .  H e m o d i l u t i o n  
f o l l o w i n g  a c u t e  h y p o v o l e m i a  w a s  d e t e r m i n e d  b o t h  i n  i n t a c t  a n i m a l s  a n d  
a n i m a l s  w i t h o u t  l y m p h  h e a r t s .  I n t a c t  a n i m a l s  s h o w e d  H c t  r e d u c t i o n  t o  
8 4 %  a n d  4 7 %  o f  c o n t r o l ;  h o w e v e r ,  l y m p h  h e a r t  d e s t r o y e d  a n i m a l s  
h e m o d i l u t e d  t o  3 7 %  o f  i n i t i a l  H c t .  T h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  l y m p h  h e a r t  
c o n t r a c t i o n  r a t e  i n c r e a s e d  f o l l o w i n g  h e m o r r h a g e  i n  t h e  i n t a c t  a n i m a l s  
s u g g e s t s  t h a t  t h e  l y m p h  h e a r t s  c o n t r i b u t e  t o  c o m p e n s a t i o n .  T h e  
m a g n i t u d e  o f  t h i s  c o n t r i b u t i o n  i s  t h e  d i f f e r e n c e  i n  h e m o d i l u t i o n  b e t w e e n  
t h e  t w o  t r e a t m e n t s .  
T h e  m i n o r  c o n t r i b u t i o n  o f  t h e  l y m p h  h e a r t s  t o  h y p o v o l e m i c  
c o m p e n s a t i o n  s u g g e s t e d  b y  t h e  M i d d l e r  s t u d y  s e e m s  t o  c o n t r a d i c t  t h e  
f u n d a m e n t a l  i m p o r t a n c e  o f  t h e s e  o r g a n s  i n  m a i n t a i n e n c e  o f  f l u i d  b a l a n c e  
i m p l i e d  b y  t h e  s t u d i e s  o f  I t o  ( 1 9 2 6 ) ,  C o n k l i n  ( 1 9 3 0 ) ,  F o g l i a  ( 1 9 3 9 ;  
1 9 4 1 )  a n d  Z w e m e r  &  F o g l i a  ( 1 9 4 3 ) .  B a s h i r  ( 1 9 6 7 )  h a s  d e t e r m i n e d  t h a t  t h e  
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l y m p h  h e a r t s  a r e  v i t a l  f o r  t h e  r e t u r n  o f  l y m p h  t o  t h e  c i r c u l a t i o n  i n  
R a n a  c a t e s b e i a n a .  T h i s  d i s c r e p a n c y  d e s e r v e s  f u r t h e r  s t u d y .  T h e  m e t h o d  
o f  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n  i s  h e r e  u s e d  t o  m e a s u r e  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  
c o m p e n s a t i o n  b e t w e e n  a n i m a l s  w i t h  a n d  w i t h o u t  l y m p h  h e a r t s .  
M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
S u r g i c a l  D e s t r u c t i o n  o f  t h e  L y m p h  H e a r t s  
D e s t r u c t i o n  o f  l y m p h  h e a r t s  w a s  d o n e  b y  t h e  m e t h o d  o f  
e l e c t r o c a u t e r y  a s  d e s c r i b e d  i n  F o g l i a  ( 1 9 3 9 ) .  I n  t h e  d i s c u s s i o n  t h a t  
f o l l o w s  a n i m a l s  w i t h o u t  l y m p h  h e a r t s  a r e  f r e q u e n t l y  d e s i g n a t e d  L H - a n d  
i n t a c t  a n i m a l s  a s  L H + .  A n i m a l s  w e r e  a n a e s t h e t i z e d  f o r  s u r g e r y  u s i n g  
M S - 2 2 2 .  B e c a u s e  t h e  l y m p h  h e a r t s  l i e  i m b e d d e d  i n  c o n n e c t i v e  t i s s u e ,  t h e  
p e r s i s t e n c e  o f  t h e  h e a r t  b e a t  d u r i n g  t h e  s u r g e r y  i s  a  v a l u b l e  v i s u a l  a i d  
t o  i d e n t i f y  t h e  h e a r t  d u r i n g  s u r g e r y .  T h e r e f o r e ,  a n i m a l s  w e r e  r e m o v e d  
f r o m  t h e  a n a e s t h e s i a  a s  s o o n  a s  t h e  c o r n e a l  r e f  l e x  w a s  l o s t  s i n c e  l o n g e r  
p e r i o d s  o f  e x p o s u r e  w e r e  f o u n d  t o  a r r e s t  t h e  l y m p h  h e a r t  b e a t .  
T h e  a n t e r i o r  l y m p h  h e a r t s  l i e  b e t w e e n  t h e  s u p r a s c a p u l a  d o r s a l l y  
a n d  t h e  t r a n s v e r s e  p r o c e s s  o f  t h e  3 r d  v e r t e b r a e  v e n t r a l l y .  T h e y  w e r e  
e x p o s e d  b y  m a k i n g  a  l . S c m  i n s c i s s i o n  p a r a l l e l  t o  t h e  v e r t e b r a l  m a r g i n  o f  
t h e  s u p r a s c a p u l a  a n d  s e p a r a t i n g  t h e  r h o m b o i d e s  m u s c l e  f r o m  t h e  
m u s c u l a t u r e  o f  t h e  v e r t e b r a l  c o l u m n .  H e a r t  b e 4 l t  w a s  u s u a l l y  n o t  v i s i b l e  
i n  t h e  a n t e r i o r  h e a r t s .  I n  a n  e f f o r t  t o  a s s u r e  c o m p l e t e  d e s t r u c t i o n ,  
a l l  c o n n e c t i v e  t i s s u e  i n  t h e  e x p o s e d  c a v i t y  w a s  c a u t e r i z e d .  
T h e  b e a t i n g  o f  t h e  p o s t e r i o r  h e a r t s  w a s  r e a d i l y  o b s e r v a b l e  b e n e a t h  
t h e  o v e r l y i n g  s k i n  j u s t  l a t e r a l  t o  t h e  c a u d a l  e n d  o f  t h e  i l i u m .  A  1 . 5  -
2 . 0 c m  i n s c i s s i o n  w a s  m a d e  t h r o u g h  t h e  s k i n  o v e r  t h e  r e g i o n  w h e r e  t h e  
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p u l s e  w a s  o b s e r v e d .  T o  m i n i m i z e  t h e  b u r n i n g  r e q u i r e d  t o  f u l l y  d e s t r o y  
t h e  h e a r t s ,  e x c e s s  c o n n e c t i v e  t i s s u e  w a s  c u t  a w a y  p r i o r  t o  c a u t e r i z i n g  
t h e s e  s t r u c t u r e s .  
W h e r e  h e a r t s  w e r e  o b s e r v e d  b e a t i n g ,  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  c u r r e n t  
c a u s e d  a n  i m m e d i a t e  c e s s a t i o n  o f  t h e  b e a t ;  t h e r e f o r e ,  t h e  l o c a t i o n  o f  
e a c h  h e a r t  w a s  c a r e f u l l y  o b s e r v e d  b e f o r e  t h o r o u g h  c a u t e r y  o f  t h e  a r e a .  
A l l  i n c i s i o n s  w e r e  c l o s e d  w i t h  3  - 5  s i n g l e  s i l k  s u t u r e s .  L o s s  o f  l y m p h  
t h r o u g h  t h e  s u t u r e d  i n c i s i o n s  w a s  m i n i m a l  p r o v i d e d  t h e  a n i m a l s  r e m a i n e d  
i n  a n  u p r i g h t  p o s t u r e .  
W h e r e  s h a m  o p e r a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  t h e y  c o n s i s t e d  o f  m a k i n g  
i n c i s i o n s  i n  t h e  s k i n  a n d  s u t u r i n g  i n  t h e  n o r m a l  m a n n e r .  N o  c a u t e r y  o f  
a n y  t i s s u e s  w a s  d o n e  o n  t h e s e  a n i m a l s .  
F o l l o w i n g  s u r g e r y ,  e a c h  a n i m a l  h a d  i t s  b l a d d e r  d r a i n e d  a n d  w a s  
w e i g h e d .  A n i m a l s  w e r e  p l a c e d  i n  d r y  p l a s t i c  c o n t a i n e r s  t o  r e c o v e r .  A  
m o i s t  p a p e r  t o w e l  w a s  p l a c e d  o v e r  t h e  c o n t a i n e r  t o  r e t a r d  e v a p o r a t i v e  
w a t e r  l o s s  d u r i n g  r e c o v e r y .  F o l l o w i n g  3  h r s  r e c o v e r y  t h e  a n i m a l s  
a p p e a r e d  t o  b e h a v e  n o r m a l l y .  
S a m p l i n g  o f  A r t e r i a l  a n d  V e n o u s  B e m a t o c r i t s  
I n i t i a l  d a t a  c o l l e c t e d  f r o m  a n i m a l s  w i t h  d e s t r o y e d  l y m p h  h e a r t s  
s u g g e s t e d  t h a t  p o s t - h e m o r r h a g e  v e n o u s  B e t s  m a y  h a v e  b e e n  b i a s e d  b y  
c h a n g e s  i n  p e r f u s i o n  t h r o u g h  t h e  v & s c u l • r  c i r c u i t s  b e i n g  s a m p l e d .  
D e c r e a s e s  i n  b l o o d  f l o w  r a t e  ( B F R )  w o u l d  t e n d  t o  p r o m o t e  r e d  b l o o d  c e l l  
( R B C )  p o o l i n g ,  r e s u l t i n g  i n  s a m p l e  B e t s  a b o v e  m e a n  c i r c u l a t o r y  H c t .  
F i v e  a n i m a l s  w e r e  o u t f i t t e d  w i t h  v e n t r a l  a b d o m i n a l  v e i n  a n d  
s y s t e m i c  a r c h  c a n n u l a s .  E a c h  a n i m a l  w a s  t e s t e d  s e p a r a t e l y  f o l l o w i n g  a  
s h a m  o p e r a t i o n  a n d  a  d a y  l a t e r  a c t u a l  l y m p h  h e a r t  c a u t e r i z a t i o n .  
S e v e r a l  p r e - h e m o r r h a g e  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  t o  c o m p a r e  c o n t r o l  A / V  
B e t s .  F o l l o w i n g  h e m o r r h a g e  o f  2 m l / 1 0 0 g  m a s s ,  a d d i t i o n a l  s a m p l e s  w e r e  
c o l l e c t e d  a t  5 - 1 0  m i n  i n t e r v a l s  f o r  3 0  m i n  t o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  o f  
h e m o r r h a g e  o n  B e t s  t a k e n  f r o m  t h e s e  c i r c u i t s .  
A b s o l u t e  v o l u m e  d e t e r m i n a t i o n s  w e r e  n o t  d o n e .  T h e  a n i m a l s  w e r e  
k e p t  u n c o n f i n e d  i n  d r y  p l a s t i c  c o n t a i n e r s  c o v e r e d  w i t h  m o i s t  p a p e r  
t o w e l s  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s .  
T o t a l  P l a s m a  P r o t e i n  
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P l a s m a  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  f r o m  a  g r o u p  o f  6  l y m p h  h e a r t  d e s t r o y e d  
a n i m a l s  e v e r y  3  t o  6  h o u r s  u n t i l  d e a t h .  T w o  o f  t h e  a n i m a l s  w e r e  
s i m i l a r l y  s a m p l e d  f o r  1  d a y  p r i o r  t o  t h e  l y m p h  h e a r t  s u r g e r y ,  f o l l o w i n g  
a  s h a m  o p e r a t i o n .  P l a s m a  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  a s  p r e v i o u s l y  
d e s c r i b e d .  L y m p h  s a m p l e s  w e r e  o b t a i n e d ,  a t  t h e  s a m e  t i m e ,  t h r o u g h  a  
s m a l l  i n c i s i o n  i n  a  d o r s a l  l y m p h  s a c .  B e t s  w e r e  t a k e n  a n d  t o t a l  p r o t e i n  
d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  b i u r e t  m e t h o d  ( S i g m a  T e c h n i c a l  B u l l e t i n ,  T o t a l  
P r o t e i n  k i t  # 5 4 0 ) .  
R E S U L T S  
D e t e r m i n a t i o n s  o f  t h e  i n i t i a l  f l u i d  v o l u m e s  f o r  t h e  L B - a n i m a l s  
u s e d  i n  t h e  h y p o v o l e m i a  e x p e r i m e n t s  a r e  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  2 .  M e a n  
p l a s m a  a n d  b l o o d  v o l u m e s  f o r  t h i s  g r o u p  
( 6 . 0 7  + - 0 . 9 6  a n d  7 . 7 9  + - 1 . 0 4 ,  M e a n + - 2  S E )  a r e  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  
C t - t e s t ,  P  <  0 . 0 5 )  t h a n  f o r  i n t a c t  a n i m a l s  ( 7 . 3 2  + - 1 . 1 2  a n d  9 . 5 2  + -
1 . 0 4 ,  M e a n + - 2  S E ) .  B e m a t o c r i t s  w e r e  h i g h e r  ( 2 4  L B - ,  2 1  L B + )  b u t  n o t  
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s i g n i f i c a n t l y  s o .  T h e  d e g r e e  o f  h e m o r r h a g i c  s t r e s s  i n  t h i s  g r o u p  w a s  
c o r r e s p o n d i n g l y  h i g h e r  ( 2 5 . 0 % )  t h a n  f o r  i n t a c t  a n i m a l s  ( 2 3 . 2 % ) .  
3 5  
E v a n ' s  b l u e  a b s o r b a n c e s  w e r e  a n a l y s e d  f o r  t i m e  t r e n d s  i n  t h e  d a t a  
u s i n g  m e t h o d o l o g y  d e s c r i b e d  i n  Z a r  ( 1 9 8 4 ) .  T h e  p u t a t i v e  c o m p e n s a t i o n  
i n t e r v a l  f o r  t h i s  a n a l y s i s  w a s  t a k e n  t o  b e  2 0  m i n s  p o s t  h e m o r r h a g e .  
T h i s  i n c l u d e s  t h e  s a m p l e  f o l l o w i n g  t h e  m e a n  t i m e  t o  r e c o v e r y  o b s e r v e d  
f o r  i n t a c t  a n i m a l s .  N o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  C A N O V A ,  P  <  0 . 0 1 )  w e r e  
f o u n d  i n  s l o p e s  o f  t h e  3  i n t e r v a l s  f o r  6  o f  t h e  n i n e  a n i m a l s  t e s t e d .  
F u r t h e r  a n a l y s i s  i n d i c a t e d  n o  s u b s t a n t i v e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  3  
e x c e p t i o n a l  t o a d s  a n d  t h e  c o n t r o l  a n i m a l s ;  t h e r e f o r e ,  t h e s e  s u r g e r i e s  
w e r e  c o n s i d e r e d  t o  h a v e  f a i l e d  a n d  d a t a  t a k e n  f r o m  t h e s e  a n i m a l s  w a s  
e x c l u d e d  f r o m  a n a l y s i s .  
T h e  r e l a t i v e  c h a n g e s  i n  E v a n ' s  b l u e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  H c t  a r e  
s h o w n  i n  F i g u r e  6 .  E v a n ' s  b l u e  c o n c e n t r a t i o n  f o l l o w i n g  h e m o r r h a g e  
r e m a i n e d  c o n s t a n t  w h i l e  H c t s  r o s e  2 8 % .  B l o o d  v o l u m e  p r o f i l e s  
c o n s t r u c t e d  f r o m  b o t h  m a r k e r s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  7 .  A s  w o u l d  b e  
p r e d i c t e d  f r o m  t h e  r e s u l t s  i n  F i g u r e  6 ,  v o l u m e s  d e t e r m i n e d  f r o m  H c t  
w a s h o u t  a r e  l o w e r  f o r  a l l  i n t e r v a l s ,  i n d i c a t i n g  c o n t i n u i n g  l o s s  o f  
p l a s m a  d u r i n g  t h e  c o m p e n s a t i o n  i n t e r v a l .  P e r c e n t  c o m p e n s a t i o n  i n  t h e  
i n t a c t  a n d  l y m p h  h e a r t  d e s t r o y e d  a n i m a l s  i s  c o m p a r e d  i n  F i g u r e s  8  a n d  9  
f o r  t h e  d y e  a n d  H c t  m a r k e r s ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  o r d i n a t e  i n  t h e s e  
f i g u r e s  w a s  d e t e r m i n e d  b y  d i v i d i n g  t h e  v o l u m e  r e t u r n e d  t o  t h e  
c i r c u l a t i o n  b y  t h e  h e m o r r h a g i c  s t r e s s .  
F i g u r e  6 .  P e r c e n t  c h a n g e  i n  E v a n ' s  b l u e  c o n c e n t r a t i o n  ( E B )  a n d  
h e m a t o c r i t  ( H c t )  f o l l o w i n g  h e m o r r h a g e  i n  a n i m a l s  w i t h  l y m p h  
h e a r t s  d e s t r o y e d .  M e a n + - 2  S E ,  ( n  c  6 ) .  
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F i g u r e  7 .  B l o o d  v o l u m e  a s  a  p e r c e n t  o f  c o n t r o l  i n  a n i m a l s  w i t h  l y m p h  
h e a r t s  d e s t r o y e d .  M e a n + - 2  S E ,  ( n  s  6 ) .  V a l u e s  
d e t e r m i n e d  f r o m  E v a n ' s  b l u e  ( E B )  a n d  h e m a t o c r i t  ( H c t )  E r r o r  
i n  B V O  s t i p p l e d  ( + - 2  S E ) .  
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F i g u r e  8 .  B l o o d  v o l u m e  r e c o v e r y  a s  a  p e r c e n t  o t  v o l u m e  
h e m o r r h a g e d ,  d e t e r m i n e d  f r o m  E v a n ' s  b l u e  w a s h o u t  i n  i n t a c t  
a n i m a l s  ( L R + ,  n  =  8 )  a n d  a n i m a l s  w i t h  l y m p h  h e a r t s  
d e s t r o y e d  ( L R - ,  n  =  6 ) .  
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F i g u r e  9 .  B l o o d  v o l u m e  r e c o v e r y  a s  a  p e r c e n t  o f  v o l u m e  
h e m o r r h a g e d ,  d e t e r m i n e d  f r o m  h e m a t o c r i t  w a s h o u t  i n  i n t a c t  
a n i m a l s  ( L H + ,  n  •  8 )  a n d  a n i m a l s  w i t h  l y m p h  h e a r t s  
d e s t r o y e d  ( L H - ,  n  •  6 ) .  M e a n + - 2  S E .  
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A r t e r i a l  v s  V e n o u s  H e m a t o c r i t s  
A r t e r i a l  B e t s  t e n d e d  t o  b e  1 - 2 %  h i g h e r  t h a n  v e n o u s ,  i n  b o t h  t h e  
s h a m  o p e r a t e d  a n d  l y r e p h  h e a r t  d e s t r o y e d  ani~als. F o l l o w i n g  h e m o r r t a g e  
i n  t h e  s h a m  o p e r a t e d  a n i m a l s  b o t h  a r t e r i a l  a n d  v e n o u s  H c t s  e x h i b i t e d  
c h a r a c t e r i s t i c  d e c l i n e s .  D e c r e a s e s  i n  a r t e r i a l  H c t  r a n g e d  f r o m  8 2 %  t o  
6 3 %  o f  c o n t r o l  a n d  w e r e  g e n e r a l l y  5 %  t o  1 0 %  l o w e r  t h a n  c o r r e s p o n d i n g  
v e n o u s  H c t s .  I n  t h e  a n i m a l s  w i t h o u t  l y m p h  h e a r t s ,  t h e  p r e h e m o r r h a g e  H c t  
p r o t i l e s  p a r a l l e l e d  e a c h  o t h e r  a s  w e l l .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  d r a m a t i c  
p o s t  h e m o r r h a g e  i n c r e a s e  i n  v e n o u s  B e t  o b s e r v e d  p r e v i o u s l y  w a s  n o t  s e e n  
i n  t h e s e  a n i m a l s .  B o t h  a r t e r i a l  a n d  v e n o u s  s a m p l e s  s h o w e d  m i n o r  
h e m o c o n c e n t r a t i o n .  
C h r o n i c  E f f e c t s  o f  L y m p h  H e a r t  D e s t r u c t i o n  
T h e  l o n g  t e r m  e f f e c t  o f  l y m p h  h e a r t  d e s t r u c t i o n  o n  H c t  w a s  q u i t e  
v a r i a b l e .  H e m a t o c r i t s  a t  d e a t h  r a n g e d  f r o m  2 8  t o  6 5 .  T e r m i n a l  H c t  
a p p e a r s  c o u p l e d  t o  i n i t i a l  B e t ,  g e n e r a l l y  e x h i b i t i n g  a b o u t  a  t w o  f o l d  
i n c r e a s e  o v e r  t h e  l a t t e r .  
P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  i n  p l a s m a  a n d  l y m p h  o f  t h e  l y m p h  h e a r t  
d e s t r o y e d  a n i m a l s  a n d  c o n t r o l s  d o  n o t  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y .  A n a l y s i s  o f  
t h e  d a t a  f a i l e d  t o  r e v e a l  a n y  t i m e - l i n k e d  d e c r e a s e  i n  p r o t e i n  
c o n c e n t r a t i o n  i n  e i t h e r  c o m p a r t m e n t .  T h e  r a t i o  o f  p l a s m a  t o  l y m p h  
p r o t e i n  w a s  2 . 6  + - 0 . 3 8 .  
D I S C U S S I O N  
T h e  d e c r e a s e  i n  i n i t i a l  p l a s m a  a n d  b l o o d  v o l u m e s  o f  t h e  l y m p h  
h e a r t  d e s t r o y e d  a n i m a l s  c o m p a r e d  w i t h  t h e  i n t a c t  a n i m a l s  s u g g e s t s  t h a t  a  
4 5  
s i g n i f i c a n t  l o s s  o f  p l a s m a  o c c u r s  o v e r  t h e  3  h o u r  o p e r a t i v e  a n d  r e c o v e r y  
p e r i o d .  T h e  l a r g e r  h e m o r r h a g i c  s t r e s s  r e p o r t e d  f o r  t h i s  g r o u p  f u r t h e r  
t e s t i f i e s  t o  t h i s  e f f e c t .  
M e a n  r e c o v e r y  v o l u m e  f o r  t h e  a n i m a l s  w i t h  d e s t r o y e d  l y m p h  h e a r t s  
i s  o n l y  t w o  p e r c e n t  a b o v e  t h e  m e a n  p o s t  h e m o r r h a g e  v o l u m e  ( F i g u r e  8 )  a n d  
r e c o v e r y  r a t e s  r e p o r t e d  a r e  1 0 %  o f  t h e  v a l u e s  d e t e r m i n e d  f o r  i n t a c t  
a n i m a l s .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  v o l u m e  p r o f i l e s  i n  F i g u r e s  4  a n d  5  
s i m i l a r l y  i n d i c a t e  t h a t  t h e  l y m p h  h e a r t  d e s t r o y e d  a n i m a l  i s  u n a b l e  t o  
r e p l e n i s h  d e p l e t e d  v a s c u l a r  v o l u m e s .  
I n  a n o t h e r  c l a s s ,  R e p t i l i a ,  h y p o v o l e m i c  c o m p e n s a t i o n  i s  b e l i e v e d  
t o  o c c u r  b y  t r a n s c a p i l l a r y  f l u i d  s h i f t s  ( S m i t s  a n d  L i l l y w h i t e ,  1 9 8 5 ) .  
T h e  f i n d i n g s  o f  M i d d l e r  e t  a l .  ( 1 9 6 8 )  w o u l d  s u g g e s t  a  s i m i l a r  m e c h a n i s m  
i s  i m p o r t a n t  f o r  B .  m a r i n u s .  T h e  l a c k  o f  a  r e s p o n s e  b y  t h e  l y m p h  h e a r t  
d e s t r o y e d  a n i m a l s  i n  t h i s  s t u d y ,  h o w e v e r ,  a r g u e s  s t r o n g l y  t h a t  a n y  
t r a n s c a p i l l a r y  m e c h a n i s m  i s  o f  s e c o n d a r y  i m p o r t a n c e .  T a k e n  t o g e t h e r ,  
t h e  p o s t - o p e r a t i v e  b l o o d  v o l u m e  d e c r e m e n t  i n  u n s t r e s s e d  a n i m a l s  a n d  t h e  
i n a b i l i t y  t o  c o m p e n s a t e  f o r  a c u t e  h y p o v o l e m i c  s t r e s s ,  i n d i c a t e  t h a t  t h e  
l y m p h  h e a r t  p a t h w a y  i s  f u n d a m e n t a l l y  i m p o r t a n t  f o r  l y m p h  r e t u r n .  
T h e  t w o  g r o u p s  a l s o  s h o w e d  d i f f e r e n c e s  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  e f f e c t s  
o f  a c t i v i t y  o n  H c t .  P r e p a r a t i o n  o t  a n i m a l s  f o r  e x p e r i m e n t a t i o n ,  
i r c l u d i n g  w e i g h i n g ,  b l a d d e r  e v a c u a t i o n  a n d  c o n f i n e m e n t  r e s u l t e d  i n  a  
t r a n s i e n t  e r y t h r o c y t h e m i a ,  f r e q u e n t l y  a s  l a r g e  a s  4 0 % .  T h i s  e f f e c t  
a b a t e d  a f t e r  1 0  t o  2 0  m i n u t e s  o f  q u i e s c e n c e  i n  t h e  i n t a c t  a n i m a l .  T h e  
i n c r e a s e s  i n  h e m a t o c r i t  f o l l o w i n g  h e m o r r h a g e  o f  t h e  l y m p h  h e a r t  
d e s t r o y e d  a n i m a l s  ( F i g u r e  5 )  p e r s i s t e d  f o r  t h e  9 0  m i n  d u r a t i o n  o f  t h e  
e x p e r i m e n t .  
4 6  
I n  t h e  c o n t r o l  e x p e r i m e n t s  a c t i v i t y  b o u t s  w e r e  i n f r e q u e n t .  I n  t h e  
l y m p h  h e a r t  d e s t r o y e d  g r o u p ,  h o w e v e r ,  c a n n u l a  f l o w  w a s  t y p i c a l l y  w e a k  
a n d  r e m o v a l  o f  t h e  a n i m a l  f r o m  c o n f i n e m e n t  i n  o r d e r  t o  h e m o r r h a g e  w a s  
f r e q u e n t l y  r e q u i r e d .  T h e  i n c r e a s e s  i n  H c t  s e e n  i n  F i g u r e  5  a r e  m o s t  
l i k e l y  a t t r i b u t a b l e  t o  a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h i s  h a n d l i n g .  
T h e  A / V  H c t  s t u d i e s  c o r r o b o r a t e  t h i s  i n t e r p r e t a t i o n .  T h e  a n i m a l s  
u s e d  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  h a n d l e d  t h r o u g h  o u t  t h e  s a m p l i n g  p r o c e d u r e .  
M e a n  H c t s  f o r  t h i s  g r o u p  w e r e  h i g h e r  t h a n  f o r  e i t h e r  o f  t h e  o t h e r  
g r o u p s .  T h e  a b s e n c e  o f  p o s t - h e m o r r h a g e  e r y t h r o c y t h e m i a  i n  t h i s  g r o u p  
i n d i c a t e s  t h a t  t h e  s c o p e  f o r  f u r t h e r  i n c r e a s e  i n  H c t  h a s  b e e n  t a k e n  u p  
b y  t h e  i n i t i a l l y  e l e v a t e d  H c t s .  
T h e  d i s p a r i t y  b e t w e e n  t h e  d y e  a n d  r e d  c e l l  m a r k e r s  d u r i n g  t h i s  
a c t i v i t y  i s  n o n e t h e l e s s  p a r a d o x i c a l .  U n l e s s  t h e  a n i m a l  i s  f i l t e r i n g  
p l a s m a ,  a s  o p p o s e d  t o  s e r u m ,  a  c o n c o m i t a n t  i n c r e a s e  i n  p l a s m a  p r o t e i n  
a n d  h e n c e ,  p r o t e i n  b o u n d  E v a n ' s  b l u e  d y e  s h o u l d  b e  s e e n .  N o  e v i d e n c e  o f  
i n c r e a s e d  p l a s m a  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  w a s  o b s e r v e d  ( s e e  F i g u r e  S . )  
T h i s  i s  s u p p o r t e d  b y  t o t a l  p l a s m a  p r o t e i n  d e t e r m i n a t i o n s  i n  t h e  Et~dy o f  
c h r o n i c  e f f e c t s  o f  l y m p h  h e a r t  d e s t r u c t i o n ,  w h e r e  n o  c h a n g e  i n  p l a s m a  
p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  w a s  o b s e r v e d .  H o w e v e r ,  i f  p l a s m a  i s  b e i n g  
f i l t e r e d ,  l y m p h  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  s h o u l d  b e  i n c r e a s i n g  t o v a r d  
p l a s m a  l e v e l s  w h i c h  t h e y  a r e  n o t .  
I n  t h e  p r e c e d i n g  s t u d y ,  E v a n ' s  b l u e  d e t e r m i n a t i o n s  underesti~at~d 
p l a s m a  v o l u m e  r e c o v e r y  r e l a t i v e  t o  H c t  d e t e r m i n e d  v a l u e s .  H e r e ,  E v a n ' s  
b l u e  d e t e r m i n a t i o n s  e p p e a r  i n s e n s i t i v £  t o  i n c r e a s e d  f i l t r a t i o n  r a t e s  
e n c o u n t e r e d  d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t .  T h e r e f o r e ,  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  
c h a n g e s  i n  p l a s m a  v o l u m e  a r e  b e s t  m a r k e d  b y  o b s e r v i n g  c h a n g e s  i n  H c t .  
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T h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e  d y e  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  s h o u l d  n o t  b e  i g n o r e d .  
D a t a  f r o m  t h e  E v a n ' s  b l u e  p r o v i d e d  t h e  b a s i s  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  
v o l u m e  m e a s u r e m e n t s .  I n  a d d i t i o n  t h e  a n a l y s i s  o f  r e c o v e r y  t i m e s  c o u l d  
n o t  h a v e  b e e n  d o n e  u s i n g  B e t s  m e a s u r e d  a s  w h o l e  n u m b e r  p e r c e n t a g e s .  T h e  
p r o b l e m s  r e l a t e d  t o  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  E v a n ' s  b l u e  d a t a  f o r  
d e t e r m i n i n g  v o l u m e s  s h o u l d  n o t  c o m p r o m i s e  t h e  d y e  w a s h o u t  k i n e t i c s  
a n a l y s i s  u s e d  t o  d e t e r m i n e d  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  a c u t e  p h a s e  o f  t h e  
c o m p e n s a t i o n  r e s p o n s e .  C l e a r l y  t h e s e  r e s u l t s  p o i n t  t o  t h e  i m p o r t a n c e  o f  
c o n t r o l i n g  t h e  p h y s i o l o g i c  s t a t e ,  e . g . ,  s t r e s s e d  v s  n o n - s t r e s s e d ,  a c t i v e  
v s  n o n - a c t i v e ,  i n  s t u d i e s  w h e r e  b l o o d  v o l u m e  i s  a n  i m p o r t a n t  p a r a m e t e r .  
S u r v i v o r s h i p  a m o n g  s u r g i c a l l y  m o d i f i e d  a n i m a l s  a v e r a g e d  2  d a y s  
p o s t  s u r g e r y .  T h i s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  F o g l i a  ( 1 9 3 9 ) .  I t  
w a s  m e n t i o n e d  a b o v e  t h a t  a p p l i c a t i o n  o f  c u r r e n t  f r o m  t h e  c a u t e r y  
e l e c t r o d e  c a u s e d  c e s s a t i o n  o f  t h e  h e a r t  b e a t .  T h e  3  i n d i v i d u a l s ,  
p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d ,  t h a t  e x h i b i t e d  a n o m o l o u s  p o s t - h e m o r r h a g e  b l o o d  
v o l u m e  p r o f i l e s  a l s o  d i f f e r r e d  f r o m  t h e  o t h e r s  w i t h  r e s p e c t  t o  
s u r v i o r s h i p .  
D e s p i t e  t h e  c o n c e r n s  o f  C o n k l i n  ( 1 9 3 0 )  t h a t  t h e  s u r g e r y  w a s  
t r a u m a t i c  f o r  t h e  a n i m a l ,  n o  a d v e r s e  b e h a v i o r a l  e f f e c t  w e r e  a p p a r r e n t .  
E x p e r i e n c e  f r o m  t h i s  s t u d y  w o u l d  s u g g e s t  t h a t  n o  r e a s o n a b l e  e f f o r t  
s h o u l d  b e  s p a r e d  t o  a s s u r e  t h e  e f f i c a c y  o f  t h e  s u r g e r y .  I n  t h e  c a s e  o f  
t h e  c o m p e n s a t o n  r e p o r t e d  b y  t h e  M i d d l e r  g r o u p  f o r  l y m p h  h e a r t  d e s t r o y e d  
a n i m a l s  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  s u r g e r i e s  w e r e n ' t  s u c c e s s f u l  m u s t  b e  
c o n s i d e r e d .  U n f o r t u n a t e l y  t h e  a u t h o r s  d i d n ' t  p r o v i d e  a n y  i n f o r m a t i o n  i n  
t h i s  r e g a r d .  
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I n  r e s p o n s e  t o  a c u t e  h y p o v o l e m i c  s t r e s s  o f  a p p r o x i m a t e l y  2 0 %  -
2 5 % ,  i n t a c t  a n i m a l s  e x a m i n e d  h e r e  w e r e  a b l e  t o  c o m p e n s a t e  a t  a  r a t e  o f  
a b o u t  0 . 2 5  m l / m i n  t o  a c h i e v e  f u l l  r e c o v e r y  i n  l e s s  t h a n  2 0  m i n .  T h i s  
r e s p o n s e  w a s  a c c o m p l i s h e d  b y  r e d i s t r i b u t i o n  o f  e x t r a c e l l u l a r  f l u i d .  
C a u t e r i z a t i o n  o t  t h e  l y m p h  h e a r t s  b l o c k s  t h i s  r e s p o n s e .  N o  c o m p e n s a t i o n  
o c c u r r e d  i n  a n i m a l s  w i t h  t h o r o g h l y  d e s t r o y e d  l y m p h  h e a r t s ,  s u g g e s t i n g  
t h e  a b s e n c e  o f  a  t r a n s c a p i l l a r y  m e c h a n i s m  f o r  l y m p h  r e t u r n .  
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